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Studien iiber Chymosin- und Pepsinwirkung. 
VI. Mitteilung. 


Versuche zur Reindarstellung der Magenenzyme nebst einigen 
Beobachtungen iiber ihre Wirkungen. 
Von 


Olof Hammarsten. 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Oktober 1919.) 


Inhalt: 
1. Vorkommen einer hyalinen Substanz in den kalt bereiteten In- 
fusionen. — 2, Darstellung der hyalinen Substanz aus Mageninfusionen. 
— 3, Stirke der Pepsinwirkung der hyalinen Substanz, — 4. Einige 
Beobachtungen iiber ihre Enzymwirkungen. 


1. Das Vorkommen einer hyalinen Substanz in den kalt bereiteten 
Infusionen. 

Infolge der in den letzten Jahren immer gréfer gewor- . 
denen Schwierigkeiten, ganz frische Tiermiigen in hinreichender 
Menge hier in Upsala aufzubringen, wurde ich bei meinen 
mit Magenenzymen und Muskelsyntonin ausgefiihrten Unter- : 
suchungen — die ich in einem folgenden Aufsatze veréffent- i 
lichen werde — wiederholt genédtigt, mit kéuflichen Pepsin- 1 
und Chymosinpraparaten zu arbeiten. Die Anwendung solcher 
Praparate hatte iibrigens auch den Zweck, zu ermitteln, inwie- 
weit die Versuchsresultate durch Anwendung von in ver- 
schiedener Weise gereinigten Enzymen beeinfluBt werden 
kénnten. 

Bei vergleichenden Versuchen mit solchen kiuflichen 
Knzympraparaten verschiedenen Ursprunges hatte ich oft Ge- 


legenheit, die in hohem Grade fehlende Parallelitit der Pepsin- 
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und Chymosinwirkung zu konstatieren. Ein solcher Mangel 
an Parallelitit kann nun wahrscheinlich verschiedene Griinde 
haben. Er kann z. B. davon herriihren, dafi das zur Enzym- 
darstellung verwendete Ausgangsmaterial von  vornherein 
— was z. B. mit dem wohl am meisten verwendeten Materiale, 
dem Kalbs- und Schweinsmagen, der Fall ist — einen aus- 
geprigten Mangel an Parallelitét aufweist. Der Grund kénnte 
aber auch vielleicht in der (unbekannten) Darstellungsmethode 
liegen, die wohl fiir verschiedene Priiparate eine verschiedene 
sein diirfte. Gemeinsam fiir die allermeisten Methoden diirfte 
wohl indessen eine — im Interesse einer méglichst grofen 
Ausbeute unternommene — mehr oder weniger langdauernde 
Selbstverdauung der Schleimhaut in Brutwirme sein. Dies 
ist um so mehr wahrscheinlich, als gerade ein solches Ver- 
fahren allgemein in der Literatur empfohlen worden ist. Zur 
Darstellung des bisher am reinsten gewonnenen Pepsins 
(Pekelharings) wird auch’) eine 4—5tigige Digestion der 
zerhackten Schleimhaut des Schweinsmagens mit 0,5°/,iger 
Chlorwasserstoffsiure bei 37° C. vorgeschrieben. 

Nun ist es aber eine langst bekannte Tatsache, dafi das 
Chymosin, namentlich dasjenige der Kalbsmagenschleimhaut, 
bei anhaltender Verdauung stark geschidigt werden kann, und 
zwar um so leichter, je héher der Siuregrad und die Tem- 
peratur ist und je linger die Kinwirkung dauert. Es war 
also nicht ausgeschlossen, dafi der Mangel an Parallelitit der 
Enzymwirkungen wenigstens zum Teil von einer Schadigung 
des Chymosins infolge zu starker Saurewirkung herriihren 
kénnte, und ich fand es deshalb von Interesse zu priifen, ob 
es fiir das Verhalten der Enzyme gleichgiiltig ist, ob man die 
Schleimhaut mit Chlorwasserstoffsiure bei Zimmertemperatur, 
resp. bei noch niedrigeren Wirmegraden, oder bei Kérper- 
temperatur digeriert. Infolge hiervon, und besonders weil ich 
es sehr wiinschenswert erachtete, in der Fortsetzung meiner 
Untersuchungen ausschlieflich mit Enzymen arbeiten zu kénnen, 





1) Vgl. Pekelharing, Diese Zeitschr. Bd. 22 u, 35, und Abder- 
halden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden Bd, III 1, 8. 8 


(1910). 
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deren Herkunft und Darstellungsmethode mir bekannt waren, 
lief} ich die bisherigen im Gange befindlichen Untersuchungen 
einige Zeit ruhen, wihrend ich die Reindarstellung der En- 
zyme zum Gegenstand einiger experimentellen Untersuchungen 
machte. Hierbei kam es besonders darauf an, solche Ein- 
fliisse, die méglicherweise eine schidigende Wirkung auf die 
Enzyme ausiiben kénnten, und folglich auch die Bereitung der 
Infusionen bei Kérpertemperatur, zu vermeiden. 

Bei meinen Bemiihungen, die Enzyme in verschiedener 
Weise zu reinigen, beobachtete ich nun ein mir friher un- 
bekanntes Verhalten der sauren Infusionen bei Halbsittigung 
mit Chlornatrium. Wenn man eine mit Chlorwasserstoffsdure 
von 0),2°/, auf die Magenschleimhaut von Hund, Schwein, Kuh 
oder Pferd kalt bereitete, klar filtrierte Infusion mit dem 
gleichen Volumen einer gesattigten Lésung von reinem Chlor- 
natrium ohne Umschiitteln zusammenmischt, so kann das Aus- 
sehen allerdings, je nach dem Gehalte der Infusion an fall- 
barer Substanz, etwas wechseln; aber immer findet mehr oder 
weniger rasch die Ausscheidung einer hyalinen oder stark 
grobflockigen Masse statt, die, mit einer reichlichen Menge 
feinster Luftblischen gemischt, nach oben steigt und dort als 
eine zusammenhingende, tiber der klaren Fliissigkeit tagelang 
unverandert liegende Schicht sich ansammelt. 

Am deutlichsten tritt dieses Verhalten des Gemenges her- 
vor, wenn man die Fliissigkeiten in einem Reagenzglase, unter 
Vermeiden von jedem Umschiitteln, durch leise Umdrehungen 
des Reagenzrohres zusammenmischt. Bei Gegenwart von nur 
kleinen Mengen der fraglichen Substanz sieht man anfangs 
nur, daf} das wasserhelle Gemenge ein wenig dickfliissiger ge- 
worden ist, und erst spiter beobachtet man, wie eine an 
feinsten Luftblischen reiche und sonst wohl kaum sichthare 
Masse nach oben steigt oder richtiger sich zusammenzieht und 
zuletzt eine obere Schicht bildet. Bei gréferer Konzentration 
wird das Gemenge fast sogleich opalisierend, mehr dickfliissig, 
und es findet rasch eine Ausscheidung der eigentiimlichen 
Substanz statt. Arbeitet man mit gréferen Mengen Infusion 
und Salzlésung unter Umriihren, so scheidet sich die Substanz 
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sehr grobflockig aus, steigt auch in diesem Falle nach oben 
und bildet zuletzt, wenn sie sich nicht weiter zusammenzieht, 
eine je nach ihrer Menge und der Weite des Gefifies mehr 
oder weniger dicke, gallertiéihnliche Schicht. 

Die so erhaltene Substanz kann man wiederholt in ver- 
diinnter Chlorwasserstoffsiure auflésen und durch Kochsalz- 
lésung ausfallen, ohne dafi sie ihre typische Beschaffenheit 
verliert. Sie fillt jedesmal als eine hyaline oder schleim- 
iihnliche Masse aus, die bei etwas gréferer Konzentration der 
Lésung dem Inhalte des Reagenzrohres das Aussehen einer 
Gallerte oder eines grofien Schleimklumpens gibt. 

Diese Substanz kommt nicht in den bei Kérpertemperatur 
bereiteten Infusionen vor. Lat man einen Teil der kalt be- 
reiteten sauren Infusion einige Zeit bei 37—38° C. stehen, so 
zeigt dieser Teil ebenfalls nicht das obengenannte Verhalten 
beim Zusammenmischen mit der Salzlésung. Es hat offenbar 
eine Denaturierung der Substanz stattgefunden, denn nach Zu- 
satz von dem gleichen Volumen gesiattigter Chlornatriumlésung 
erhalt man erst nach einiger Zeit, bisweilen erst nach einigen 
Stunden, eine feine Fillung, die langsam zum Boden sinkt 
und dort als ein lockerer Bodensatz sich ansammelt. Nach 
einer, mehrere Tage andauernden Digestion erhailt man mei- 
stens nur einen unbedeutenden Niederschlag. In ganz der- 
selben Weise wie die saure Infusion verhilt sich die saure 
Lésung der gefallten Substanz. Selbst nach kurzdauernder 
Digestion bei Kérpertemperatur wird sie denaturiert und gibt 
mit Chlornatriumlésung nicht mehr die hyaline oder gallert- 
fihnliche Ausscheidung, sondern je nach der Konzentration 
eine mehr oder weniger reichliche, feine, lockere, zum Boden 
sinkende Fallung. 

Die kalt bereiteten Infusionen enthalten also eine durch 
eine besondere physikalische Beschaffenheit gekennzeichnete 
Substanz, die bei Kérpertemperatur in saurer Lésung dena- 
turiert wird und infolge hiervon in den gewdéhnlichen, im 
Brutofen bereiteten Infusionen fehlt. Es fragt sich nun, ob 
diese Substanz etwas mit den Enzymen zu tun hat. 

Diese Frage kann man insoferne ohne Bedenken mit ja 
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beantworten, als die obengenannte, mit Chlornatrium aus 
saurer Lisung fillbare Substanz in hohem Grade ein Triger 
sowohl der Pepsin- wie der Chymosinwirkung ist. Man kann 
die Substanz allerdings nicht vollstandig mit Chlornatrium- 
lésung ausfillen; bei Halbsattigung mit dem Salze repriisen- 
tiert sie aber den allergréfiten Teil des Enzymgehaltes einer 
Infusion, und nach EKintragen von festem Chlornatrium bis 
zur Sittigung ist das durch Dialyse von Chlornatrium befreite 
Filtrat beinahe oder vollstiindig pepsinfrei. Auf der anderen 
Seite kann man, wie oben gesagt, die Substanz durch wieder- 
holtes Auflésen in verdiinnter Séure und Ausfillen mit Chlor- 
natrium (Halbsaittigung) ohne merkbare Anderung ihrer physi- 
kalischen Beschaffenheit reinigen, und selbst nach 5maligem 
Wiederholen dieser Prozedur zeigt sie noch eine sehr kraftige 
enzymatische Wirkung. 

Die Substanz ist also unzweifelhaft ein Trager der Enzym- 
wirkungen der Mageninfusionen, und die nichste Frage ist 
folglich die, in welcher Beziehung sie zu den Enzymen steht. 

Wenn man die Substanz in saurer Lésung bei Ké6rper- 
temperatur erwiirmt, so wird sie wie oben erwahnt dena- 
turiert; wenn aber die Erwarmung nicht zu lange Zeit ge- 
dauert hat, wird die enzymatische Kraft der Lésung durch 
diese Denaturierung nicht vermindert. Da man ferner aus 
den im Brutofen bereiteten Infusionen, welche diese Substanz 
nicht enthalten, ein Pepsin (Pekelharings) von anderen 
Higenschaften darstellen kann, folgt wohl schon hieraus, daf 
die obengenannte hyaline Substanz kein reines Enzym ist. 

Am einfachsten und am meisten zusagend ist wohl die 
Annahme, dafi es hier um eine besondere Proteinsubstanz sich 
handelt, von der bei ihrer Ausfillung das Pepsin (bzw. das 
Chymosin) wie von verschiedenen anderen Eiweifistoffen mit 
niedergerissen wird. Bemerkenswert ist aber in diesem Falle 
ihre sehr kraftige enzymatische Wirkung. Ich werde unten 
auf die Starke ihrer Enzymwirkung niher eingehen, kann aber 
schon hier angeben, dafi die Substanz in saurer Lésung noch 
in der Verdiinnung 1: 10000000 eiweifverdauend wirkt, was 
also, wenn es hier um eine mit Pepsin verunreinigte Protein- 
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substanz sich handelt, auf eine ungemein kraftige Wirkung 
des reinen Enzymes hindeuten wiirde. Dies kann natiirlich 
nicht als Einwendung gegen die obige Annahme gelten; in 
Anbetracht dieser kriftigen enzymatischen Wirkung kénnte 
man aber auch die Annahme machen, daf die oben erwahnte 
Proteinsubstanz gewissermafjen eine Muttersubstanz der Enzyme 
ware, aus der die letzteren durch Spaltung oder in irgendeiner 
anderen Weise durch die Wirkung der Saure bei Kérper- 
temperatur hervorgingen. 

Zur Entscheidung der Frage, inwieweit die eine oder 
andere dieser Annahmen zutreffend ist, mufs man natiirlich in 
erster Linie die fragliche Substanz, soweit méglich, isolieren 
und reinigen, um dann ihre Wirkungen und Eigenschaften mit 
denjenigen des reinsten bisher bekannten Pepsins, desjenigen 
von Pekelharing, vergleichen zu kénnen. Dies war auch der 
Zweck der in diesem Aufsatze mitgeteilten Untersuchungen. 
Mehr eingehende Untersuchungen zur Aufklaérung der Be- 
ziehung dieser Substanz zu den Enzymen wie auch Unter- 
suchungen iiber ihre chemische Natur habe ich bisher, wegen 
Mangels an Material, nicht ausfiihren kénnen. In diesem Auf- 
satze mufi ich mich deshalb darauf beschrainken, die Dar- 
stellungsmethode zu beschreiben und einige Beobachtungen iiber 
die Enzymwirkungen der Substanz mitzuteilen. 

Solange die Natur der Substanz und ihre Beziehung zu 
den Enzymen nicht ganz aufgeklart sind, diirfte es kaum an- 
gezeigt sein, ihr einen besonderen Namen zu geben. Auf der 
anderen Seite kann man aus Bequemlichkeitsriicksichten eine 
Benennung derselben nicht ganz entbehren. Da nun die Sub- 
stanz unzweifelhaft ein Enzymtriger in dem Sinne ist, daf 
sie, ohne selbst ein reines Enzym zu sein, die Enzymwirkungen 
in sehr hohem Grade zeigt, und da sie ferner gegeniiber den in 
warm bereiteten Mageninfusionen vorkommenden, enzymatisch 
wirkenden Denaturierungsprodukten eine native Proteinsubstanz 
ist, kénnte man sie vorlaufig als einen nativen Enzymtriger 
bezeichnen. Da aber die genannten Denaturierungsprodukte 
allem Anscheine nach ebenfalls keine reinen Enzyme repriésen- 
tieren, sondern nur Enzymtrager sind, habe ich es vorgezogen, 
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sie einfach die ,hyaline Substanz“ zu nenneri’), weil hier- 
durch nichts, sei es iiber ihre chemische Natur oder iiber ihre 
Beziehung zu den Enzymen, im voraus ausgesagt wird. 


2. Darstellung der hyalinen Substanz aus Mageninfusionen. 


Man kann allerdings die Infusionen auf Kalbsmigen in 
derselben Weise wie die Infusionen auf Magen von erwach- 
senen Tieren verarbeiten. Da aber die Kalbsmageninfusionen 
in gewissen Hinsichten anders als die Mageninfusionen von 
erwachsenen Tieren sich verhalten, habe ich auch ein ab- 
weichendes Verfahren fiir die ersteren ausgearbeitet. Die 
folgende Beschreibung gilt deshalb vor allem fiir die Ver- 
arbeitung der Infusionen von Schwein, Kuh, Pferd und Hund. 

Das Prinzip der Darstellung besteht darin, daf} man aus 
der kalt bereiteten Infusion die Substanz durch Halbsittigung 
mit Chlornatrium ausfallt, die ausgefillte Masse auspreft, in 
Chlorwasserstoffsiure von 0,2°/, bei Zimmertemperatur oder 
in der Kalte lést, das klare Filtrat mit gesattigter Chlor- 
natriumlésung fallt, wieder in Saure lést, von neuem fallt usw. 
und die zuletzt erhaltene saure Lésung durch Dialyse gegen 
destilliertes Wasser von Salz und Saure befreit. Hierbei 
scheidet sich die Substanz aus und kann, eventuell nach Zen- 
trifugieren, auf Filtra gesammelt und in fester Form gewonnen 
werden. 

Zur Darstellung der Infusionen habe ich bisher immer 
Chlorwasserstoffsiure von nur 0,2°/, in dem Verhiltnisse von 
10—5, meistens jedoch von 10 Teilen Saure auf je 1 Teil 
Schleimhautsubstanz benutzt. Der Pylorusteil wurde immer 
abgetrennt und nur der iibrige Teil der Magenschleimhaut 
— von dem Schweinsmagen nur die mittlere, dunkelgefarbte 
Partie — verwendet. Beim Hund, Schwein und Pferd wurde 
die Schleimhaut abpripariert und in der Fleischmiihle fein zer- 





1) Der Name hyaline Substanz ist allerdings nicht ganz zutreffend, 
denn dieser Stoff ist nicht so typisch hyalin wie z. B. Rovidas Substanz; 
ich habe aber keinen besseren provisorischen Namen finden kénnen, Die 
hyaline Natur tritt nach wiederholter Reinigung deutlicher hervor, 
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schnitten. Beim Verarbeiten des Kuhmagens wurde dagegen 
wie beim Kalbe die Driisenschicht mit einem Uhrglase ab- 
geschabt. 

Die zerhackte Schleimhaut, bzw. die abgeschabte Driisen- 
schicht, wurde dann 2—3 Tage unter mehrmaligem Umschiitteln 
in einem kalten Zimmer mit der Séure behandelt. Vor der 
Filtration kann man natiirlich durch Zentrifugieren die Fliissig- 
keit von der Schleimhautmasse trennen, was die Filtration er- 
leichtert. Auf der anderen Seite erhalt man aber leichter 
ein vollig klares Filtrat, wenn man die Schleimhautreste mit 
auf die Filter bringt, und die Saéure hat in diesem Falle 
wihrend der langdauernden Filtration reichlich Gelegenheit, 
die hyaline Substanz noch vollstindiger zu extrahieren. Das 
Filtrat muf klar sein, was man gewohnlich nach einiger Zeit 
durch wiederholtes Zuriickgiefien des Filtrates auf das Filtrum 
erreicht. 

Die Bereitung der Infusionen in einem besonders kalten 
Zimmer scheint iibrigens nicht notwendig zu sein, denn bei 
Zimmertemperatur findet die Denaturierung kaum oder jeden- 
falls nur sehr langsam statt. So habe ich z. B. sowohl Hunde- 
wie Schweinsmageninfusionen ein paar Tage im Arbeitszimmer 
(15—17° C.) aufbewahrt, ohne eine sichtbare Denaturierung 
beobachten zu kénnen. Bei Kérpertemperatur findet die letztere 
dagegen schon in kurzer Zeit statt. Die Menge der anwesen- 
den freien Saéure ist jedoch hierbei von grofjer Bedeutung, 
denn wihrend die kalt bereiteten, klar filtrierten Infusionen 
rasch denaturiert werden, kann man dagegen bisweilen die 
Schleimhautreste 3—4 oder mehrere Stunden bei Koérper- 
temperatur digerieren, ohne daf} eine vollstaindige Denaturierung 
stattgefunden hat. Das in dem letzteren Falle reichlich ge- 
léste EiweiB scheint bei dem niedrigen Siéuregrade, 0,2°/,, so 
viel von der Siure zu binden, daf} die Denaturierung hierdurch 
verzégert wird. Da es fiir mich besonders darauf ankam, 
jede Denaturierung so weit méglich zu verhindern, habe ich 
meine Infusionen regelmaBig in einem kalten Zimmer bei einer 
Temperatur unter 8—10°C. bereitet und filtriert. 

Die Verarbeitung des Filtrates und also die Fallung mit 
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Chlornatrium geschah dagegen immer bei gewoéhnlicher Zimmer- 
temperatur. Die hierbei sich ausscheidende Substanz sammelt 
sich regelmaéfig so rasch als eine obere, scharf begrenzte 
Schicht, dafi man schon nach wenigen Stunden die untere, 
klare Fliissigkeit ohne nennenswerte Verluste an Substanz 
abheben kann. Auf der anderen Seite kann aber die letztere 
mehrere Tage ohne Schaden bei Zimmertemperatur ausgefallt 
stehen, bevor man die Fliissigkeit abhebt. 

Wie oben erwahnt, kann man die hyaline Substanz nicht 
ganz vollstindig durch Halbsittigung mit Chlornatrium aus- 
fallen — wenigstens ist mir dies nicht gelungen — und wenn 
man die Infusion mit dem Salze vollstiandig oder fast voll- 
staindig sittigt, erhalt man, wie zu erwarten, eine reichlichere 
Fallung. So betrug z. B. die aus einer Hundemageninfusion 
durch Halbsittigung erhaltene Fallung 4,4°’',, die durch nahe 
vollstindige Sattigung mit dem Salze erhaltene dagegen 7,34°/, 
von den organischen Stoffen der Infusion. In dem letztge- 
nannten Falle war das Filtrat auch pepsinfrei und die ge- 
samte Enzymmenge war also ausgefillt worden, aber trotz- 
dem hat es keinen wesentlichen Vorteil, die Infusion durch 
Sattigung mit Chlornatrium zu fallen. 

Der Enzymrest, welcher im Filtrate zuriickbleibt, ist 
namlich auch bei Fallung durch Halbsittigung so klein, daf 
er ohne Bedeutung ist. In Versuchen mit Mageninfusionen 
von Hund und Schwein habe ich einige Male den Pepsingehalt 
des chlornatriumhaltigen Filtrates mit demjenigen der urspriing- 
lichen Infusion in der Weise verglichen, dafi ich das gleich 
grobe Volumen eines nicht filtrierten Gemenges von Infusion 
und Clornatriumlésung gleichzeitig der Dialyse unter ganz 
denselben Bedingungen unterwarf und dann mit der Mettschen 
Probe beide Liésungen verglich. Es zeigte sich hierbei, daf 
die Menge des im Chlornatriumfiltrate zuriickgebliebenen En- 
zymes regelmaéfig weniger als 1°/, von der urspriinglichen 
gesamten Enzymmenge betrug. Unter solchen Verhiltnissen, 
und da die erste Fallung bei Sittigung mit Chlornatrium 
stiirker von anderen Stoffen verunreinigt wird als bei Halb- 
sittigung, habe ich das letztere Verfahren vorgezogen. Man 
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kann die hyaline Substanz auch durch Halbsittigung mit Am- 
moniumsulfat ausfillen. Da aber auch in diesem Falle die 
erste Fallung stirker als bei Halbsittigung mit Chlornatrium 
verunreinigt wird, habe ich bisher nur mit dem letztgenannten 
Salze gefallt. 

Ob man die Ausfillung durch Zusammenmischen von 
gleichen Volumina Infusion und Salzlésung oder durch Ein- 
tragen von der erforderlichen Menge des feingepulverten Salzes 
bewirkt, diirfte wohl gleichgiiltig sein. Beim Verarbeiten von 
gréfieren Mengen Infusion habe ich jedoch das letztere Ver- 
fahren vorgezogen. Zur Fillung benutzte ich zuerst reines 
Chlornatrium, aber spiter nur solches, welches in gewohnlicher 
Weise durch Ausfillung der Calcium- und Magnesiumsalze 
mit Natriumcarbonat und Neutralisation mit Chlorwasserstoff- 
siure gereinigt worden war. 

Die auf Filtra gesammelte hyaline Substanz kann man 
nicht gut mit halbgesittigter, saurer (0,2°/, HCl) Chlornatrium- 
lésung auswaschen, denn sie ist in einer solchen nicht ganz 
unléslich und quillt in ihr beim Auswaschen auf dem Filtrum 
leicht auf. Die ausgefillte Masse wird deshalb mit dem Fil- 
trum zwischen FlieBpapier stark ausgepreft und kann nun 
mit einiger Vorsicht, ohne Verunreinigung mit Papierfasern 
und ohne sichtbareVerluste, als ein zusammenhingender Kuchen 
oder als eine diinne Haut von dem Filtrum entfernt werden. 
Die zerschnittene Masse wird dann in der Kilte oder bei 
Zimmertemperatur, also jedenfalls ohne Erwiirmen, in Chlor- 
wasserstoffsiure von 0,2°/, gelést, was sehr gut, wenn auch 
etwas langsam geht. 

Die zur Liésung verwendete Saéuremenge braucht nicht 
grofi zu sein, denn die Menge der gefallten Substanz ist, trotz 
ihres anscheinend grofen Volumens, verhiltnismifig klein. 
Meistens lése ich die aus je 1 Liter Infusion erhaltene erste 
Fallung in 150—200 cem S&aure auf. Die Lésung filtriert 
leicht und muB ein ganz klares Filtrat geben. Sollte das 
letztere eine zu voluminése Fallung mit der Chlornatrium- 
lésung geben, kann man es mit einer passenden Séiuremenge 
verdiinnen. Zu der zweiten Ausfillung und den folgenden 
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wurde nie Salz in Substanz, sondern immer gesittigte Chlor- 
natriumlésung verwendet. 

Wie oft soll man die Auflésung in Siure und Ausfallung 
mit Chlornatriumlésung wiederholen, um ein reines Priparat 
zu erhalten? Diese Frage kann ich nur in der Weise beant- 
worten, dafi nach meiner Ansicht die hyaline Substanz kaum 
durch wiederholte Umfallung rein zu erhalten ist. Wenn es 
hier um eine von Enzym verunreinigte Proteinsubstanz sich 
handelt, muf} man das Umfillen wiederholen, bis man ein 
enzymfreies Priparat erhilt. Handelt es sich umgekehrt um 
ein von einer Proteinsubstanz verunreinigtes Enzym, resp. die 
Muttersubstanz eines solchen, so muf} man die Umfiallung 
wiederholen, bis die gereinigte Substanz eine Enzymwirkung 
von konstanter Stirke zeigt. 

Nun habe ich allerdings die Substanz nicht mehr als 
5mal gefillt; aber das Produkt zeigte in dem Falle noch eine 
so kriftige Pepsinwirkung, daf} es aussichtslos war, ein en- 
zymfreies Priparat (wenn iiberhaupt méglich), ohne das mir 
zugingliche Material vollstandig zu verbrauchen, darstellen zu 
kénnen. Derselbe Versuch zeigte aber, dafi die Stirke der 
Pepsinwirkung durch die wiederholte Umfillung weder kon- 
stant geblieben war, noch zugenommen hatte. Im Vergleiche 
zu dem aus derselben Schweinsmageninfusion dargestellten, nur 
2mal gefillten Priparate zeigte nimlich das 5mal gefillte 
eine etwas schwiichere Enzymwirkung. In der Konzentration 
von 1:20000 wurden beide nach dem Mettschen Verfahren 
gepriift. Das 2mal gefillte Priiparat hatte in 24 Stunden 
7mm und das 5mal gefallte 6 mm verdaut. 

Das nach Pekelharings Verfahren aus Schweinsmagen- 
infusionen dargestellte Pepsin, welches von Geselschap’) als 
Standardpepsin vorgeschlagen worden ist, verdaut in der 
Konzentration 0,5 mg in 10 cm, also 1: 20000, in 24 Stunden 
5,3—5,6 mm. Sowohl die 2- wie die 5mal gefallte hyaline 
Substanz hatte also in diesem Falle eine kraftigere Wirkung 
als das Pekelharingsche Pepsin, namentlich gilt dies von 





1) Diese Zeitschrift Bd, 94, 8S. 205—226. 






































254 Olof Hammarsten, 


dem nur 2mal gefiallten Praparate. Es muf} aber schon hier 
hervorgehoben werden, dafi ich in einigen Fallen die hyaline 
Substanz aus Schweinsmageninfusionen auch schwiacher wirkend 
als das Pekelharingsche Pepsin gefunden habe. Nach dem 
nun Mitgeteilten ist es also ziemlich aussichtslos, durch mehr- 
mals wiederholte Ausfiallung ein reines Enzym von konstanter 
Wirkung durch die Kochsalzfallungsmethode zu erhalten, und 
dies um so mehr, als ich sogar die erste Fallung in ein. paar 
Fallen von kraftigerer Pepsinwirkung als die dritte Fallung 
gefunden habe. : 

Dies deutet entschieden darauf hin, daf} es hier um eine 
von Enzym verunreinigte Proteinsubstanz sich handelt, und 
wenn dies der Fall ist, kann die wiederholte Umfallung mit 
Chlornatrium zur Reingewinnung der Enzymsubstanz nicht 
empfohlen werden. Ich habe ferner gefunden, dali die erste 
Rohfillung (als wasser- und chlornatriumfrei berechnet) bis- 
weilen, aber nicht immer, ebenso kraftig und sogar noch 
kraftiger als das Pekelharingsche Pepsin wirken kann — 
nimlich 6 mm bei der Konzentration 1: 20000. Ich betrachte 
also das nun angegebene Fiallungsverfahren nicht als eine 
Methode, um ein reines Enzympraparat zu gewinnen, sondern 
nur als ein Mittel, in sehr einfacher Weise und — wie wir 
spiiter sehen werden — mit verhaltnismafig guter Ausbeute 
ein kraftig wirkendes, nicht denaturiertes Rohpriparat, welches 
als Ausgangsmaterial fiir weitere Untersuchungen dienen kann, 
zu gewinnen. Stellt man sich auf diesen Standpunkt, so dirfte 
ein 2- oder héchstens 3maliges Ausfallen mit Chlornatrium- 
lésung geniigend sein. 

Die zuletzt erhaltene Fallung wird nach starkem Aus- 
pressen in einer passenden Menge Chlorwasserstoffsiure von 
0,2°/, gelést. Will man nur eine kraftig wirkende Pepsin- 
lésung darstellen, so dialysiert man gegen Chlorwasserstoff- 
siure derselben Stirke. Will man aber die Substanz in festem 
Zustande erhalten, so dialysiert man gegen destilliertes Wasser. 
Nach Wegdialysieren des Chlornatriums und der Siure scheidet 
sich die Substanz hier nie in feinkérniger Form, sondern als 
eine gequollene, tonerdehydratihnliche oder noch mehr gallert- 
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iihnliche Masse aus, die man durch Zentrifugieren oder mittels 
Filtration durch gehirtete Filtra von der klaren, neutralen 
Fliissigkeit trennen kann. 

Das Auspressen der tonerdehydratihnlichen Fallung und 
ihre Entfernung von dem Filtrum ohne Verluste sind jedoch 
bisweilen recht schwierig. Namentlich gilt dies von der 
hyalinen Substanz aus Pferdemageninfusionen. Diese Substanz 
ist nimlich nach der Ausfallung durch Dialyse so stark ge- 
quollen, daf} man den Dialysatorinhalt kaum zentrifugieren 
kann. Durch die Filtration erhalt man allerdings ein wasser- 
helles Filtrat; aber die auf dem Filtrum zuletzt restierende, 
schleim- oder gallertihnliche Masse halt noch so viel Wasser 
zuriick, daf} man sie nicht auspressen kann. Ich mufite sie 
deshalb in diinner Schicht auf Glasplatten zum Trocknen an 
der Luft aufstreichen. Da hierzu kommt, dafi die hyaline 
Substanz des Pferdemagens regelmifjig ziemlich stark braun- 
gelb gefirbt ist und weniger kriaftig enzymatisch als die ent- 
sprechende Substanz aus Kuh- oder Schweinsmageninfusionen 
wirkt, kann ich nicht die Pferdemagenschleimhaut als geeig- 
netes Ausgangsmaterial fiir die Darstellung der hyalinen Sub- 
stanz empfehlen. 

Die aus Infusionen von Hund, Kuh und Schwein ge- 
wonnene, durch Dialyse gegen Wasser ausgefillte Substanz 
lie} sich dagegen immer auspressen und von dem Filtrum 
ziemlich leicht entfernen. Sie enthielt jedoch immer noch so 
viel Wasser, daf} man sie nicht direkt zerreiben konnte. LaBt 
man sie an der Luft oder im Exsikkator eintrocknen, so wird 
sie hart, hornartig, dihnelt, in diinnerer Schicht eingetrocknet, 
trockener Gelatine und laBt sich nicht ohne bedeutende Ver- 
luste zerreiben. In verdiinnter Chlorwasserstoffsiure lésen 
sich aber auch die harten, nicht zerriebenen Stiickchen bei 
Zimmertemperatur oder in der Kilte vollstaindig, wenn auch 
langsam, auf, und die saure Lésung zeigt fortwihrend ein 
typisches Verhalten beim Fallen mit Chlornatriumlésung. 

Durch kurzdauernde Alkohol-Atherbehandlung konnte ich 
dagegen leicht die Substanz als ein feines trockenes Pulver 
erhalten. Zu dem Ende zerrieb ich die durch Auspressen von 
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Wasser mdglichst befreite Masse rasch mit Alkohol zu einem 
feinen Pulver, filtrierte rasch durch kleine Filtra, wusch mit 
Alkoho! nach, verdringte den Alkohol mit Ather, preBte 
zwischen Papier und zerrieb fein die leicht sich ablésende 
Fallung, wobei der Rest des Athers entwich. Das so behan- 
delte Priparat stellte ein sehr feines, weifies oder fast rein 
weibes Pulver dar, aber leider schien die verdauende Kraft 
trotz der nur kurze Zeit — 15—20 Minuten — dauernden 
Alkohol-Atherbehandlung herabgesetzt zu sein. In einem Falle 
verdaute bei der Mettschen Probe in 24 Stunden die nicht 
alkohol-aitherbehandelte Probe 5,1 mm, die alkohol-aitherbehan- 
delte dagegen nur 3,4 mm. Ich kann also dieses Verfahren 
gegenwiartig nicht empfehlen. Bemerkenswert ist aber, dab 
die hyaline Substanz durch die Alkohol-Atherbehandlung nicht 
denaturiert worden ist. In Chlorwasserstoffsiure gelést, gibt 
sie nimlich bei Halbsittigung mit Chlornatriumlésung eine 
ganz typische Fallung. 

Die Schwierigkeit, die Substanz in geeigneter fester Form 
mit unverminderter Enzymwirkung zu erhalten, habe ich also 
noch nicht iiberwinden kénnen. Fiir mich ist dies aber bis- 
her von etwas untergeordneter Bedeutung gewesen, indem 
man viele der mich zunachst interessierenden Fragen sehr gut 
ohne solche Trockenpriparate studieren kann. 

Da man die hyaline Substanz nicht vollstandig durch Halb- 
sittigung mit Chlornatrium ausfallen kann, mufi natiirlich die 
Ausbeute an solcher mit der Anzahl der Umfallungen und der 
Menge der zu jeder Auflésung angewendeten Menge Siure 
wechseln kénnen. Die Ausbeute hingt natiirlich auch von 
dem urspriinglichen Gehalte einer Infusion an solcher Substanz 
ab, und es schien mir nicht ohne Interesse zu sein, diesen 
Gehalt im Vergleich zu der Gesamtmenge organischer Sub- 
stanz in derselben Infusion zu bestimmen. Hierbei mufite ich 
jedoch natiirlich von der unbekannten Menge absehen, welche 
bei dem Ausfillen noch in Lésung bleibt und nur den aus- 
gefallten Teil bestimmen. 

Bei dieser Bestimmung ging ich von der Erfahrung aus, 
daB man die mit Chlornatrium erzeugte Fallung nach starkem 
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Auspressen bei vorsichtiger Arbeit ohne sichtbare Verluste 
und ohne Verunreinigung mit Papierfasern von dem Filtrum 
als einen festen, anscheinend homogenen Kuchen trennen kann. 
Aus dem so erhaltenen, gewogenen Kuchen schnitt ich mit 
einem Messer an verschiedenen Stellen Streifen aus, in denen 
nach dem Wiigen derselben der Gehalt an Wasser und Chlor- 
natrium bestimmt und daraus der Gehalt an organischer Sub- 
stanz berechnet wurde. Da man fiir eine vollstindige Homo- 
genitat des ganzen Kuchens keine sichere Gewahr hat, kénnen 
die erhaltenen Zahlen natiirlich nicht als genaue, sondern nur 
als annihernd richtige gelten. Nach diesem Verfahren habe 
ich in 8 Infusionen, je 2 von Hund, Schwein, Kuh und Pferd, 
die Menge der durch Halbsiattigung ausgefallten Substanz be- 
stimmt. In Prozenten von der Gesamtmenge organischer Sub- 
stanz in den Infusionen war die Menge als Mittel 5,19°/, mit 
einem Minimum von 3,02°/, Gn einer Kuhmageninfusion) und 
einem Maximum von 6,53°/, (in einer Schweinsmageninfusion). 
Der Gehalt der Infusionen an organischen Stoffen war als 
Mittel 0,982°/, mit einem Minimum von 0,759°/, in einer 
Infusion auf einem Hundemagen und einem Maximum von 
1,266°/, in der obengenannten Kuhmageninfusion. Die an 
organischen Stoffen reichste Infusion enthielt also die relativ 
kleinste Menge hyaliner Substanz, was (wie auch die iibrigen 
Zahlen) zeigt, dafi keine bestimmte Relation zwischen der 
Menge der gesamten organischen Stoffe und der Menge der 
hyalinen Substanz besteht. Die Menge der (aus je 1 Liter) 
gefallten Substanz war als Minimum 0,340 g (in einer Hunde- 
mageninfusion) und als Maximum (in einer Kuhmageninfusion) 
0,620 g. Als Mittel wurden rund 0,5 g gefunden, wobei je- 
doch zu beachten ist, daB die erste Fallung wohl regelmafig 
auch andere Stoffe enthalt, so dafi die wahre Menge nied- 
riger ist. 

Nach Reinigung durch wiederholtes Auflésen und Aus- 
fillen wird die Ausbeute, wie oben gesagt, selbstverstindlich 
kleiner. Die grifite Menge, die ich nach mehrmals wieder- 
holtem Fallen aus 1 Liter Schweinsmageninfusion (entsprechend 
100 g Schleimhaut) erhalten habe, war rund 0,2 g eines nicht 
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alkohol-aitherbehandelten, im Exsikkator getrockneten Pra- 
parates, welches in der Konzentration 1: 20000 in 24 Stunden 
5,1—5,2 mm nach Mett verdaute. Da Pekelharing’), 
dessen reines Pepsin in derselben Konzentration in derselben 
Zeit 5,3—5,6 mm verdaut, aus den Schleimhiuten von je 
10 Schweinsmagen (das Gewicht der Schleimhiute nicht an- 
gegeben) ,zwei ziemlich gleich grofse Portionen Pepsin, jede 
zu etwa 150—200 mg‘. erhielt, kann man wohl die obige 
Ausbeute von 200 mg eines allerdings ein wenig schwicher 
wirkenden Praparates aus 100 g Schleimhaut als eine ziem- 
lich befriedigende Ausbeute betrachten. 

Wie oben erwihnt, benutze ich von der Schleimhaut des 
Schweinsmagens nur die enzymreichere, dunkler gefirbte 
Mittelpartie zur Bereitung der Infusionen. Es war deshalb 
nicht ohne Interesse zu priifen, wie Infusionen auf andere 
Teile der Schleimhaut zu der obigen Darstellungsmethode der 
hyalinen Substanz sich verhalten, und ich habe auch ein paar 
orientierende Versuche in dieser Richtung angestellt. 

In dem einen wurde ein Teil. der blassen Fundusschleim- 
haut, der Kiirze halber als Cardiateil bezeichnet, in gewéhn- 
licher Weise zur Bereitung einer Infusion verwendet. Es wurde 
auch hier eine Fallung von der gewoéhnlichen Art mit Chlor- 
patrium erhalten. Die 3mal gefallte Substanz war rein weif, 
hyalin. Nach der Dialyse ihrer sauren Lésung gegen Wasser 
enthielt der Dialysatorschlauch (Pergamentpapier) eine fast 
gummiihnliche Fliissigkeit, in welcher die Substanz so stark 
gequollen war, dai sie nicht gut sei es abzentrifugiert oder 
abfiltriert werden konnte. Es wurde deshalb in einem Teile 
der Fliissigkeit der Gehalt an festen Stoffen bestimmt und 
dann durch Verdiinnung mit Saéure und Wasser eine Lésung 
mit 0,005°/, festen Stoffen und 0,2°/, Chlorwasserstoffsiure 
bereitet. Die auf der roten Mittelpartie derselben Schleim- 
haut (als Fundusteil bezeichnet) bereitete Infusion wurde ganz 
ihnlich behandelt. Die 3mal gefallte Substanz gab aber in 
diesem Falle nach der Dialyse eine tonerdehydratihnliche 
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Fallung, die leicht abfiltriert werden konnte. Ein Teil des 
Dialysatorinhaltes wurde trotzdem durch Verdiinnen mit Wasser 
und Umschiitteln in eine homogene Filiissigkeit umgewandelt, 
deren Gehalt an festen Stoffen ebenfalls bestimmt wurde. 
Durch Verdiinnung mit Saéiure und Wasser wurde auch hier 
eine Lésung mit 0,005 °/, festen Stoffen und 0,2°/, Chlorwasser- 
stoffsiiure bereitet. Ein Vergleich der beiden Lésungen nach 
Mett ergab nach 22 Stunden fiir die Lésung aus dem Fundus- 
teile 5,1 mm und fiir die Lésung aus dem Cardiateile 4 mm. 

In einem anderen Versuche (mit der Schleimhaut von 
einem anderen Schweine) wurde die Schleimhaut des Pylorus- 
teiles abpripariert und die mittlere Partie derselben (etwa 1/,) 
wie gewodhnlich verarbeitet. Die Infusion war fast farblos, 
aber selbst nach wiederholtem Filtrieren nicht klar. Sie gab 
mit Chlornatriumlésung eine reichliche, ziemlich kompakte und 
deshalb auch mehr weifie Fallung, deren Menge 10,29°/, von 
den festen, organischen Stoffen betrug. Die Infusion auf dem 
gefarbten Teil der Fundusschleimhaut gab eine Fallung, die 
nur 6,53°/, von den festen Stoffen reprasentierte. Der nach 
Verarbeitung des Pylorusteiles erhaltene Dialysatorinhalt war 
nicht so stark schleimig wie der des Cardiateiles (im vorigen 
Versuche), aber trotzdem wurde in diesem Falle mit dem 
Dialysatorinhalte von sowohl dem Fundus- wie dem Pylorus- 
teile wie im vorigen Versuche verfahren. Die Pylorussubstanz 
wirkte jedoch so schwach, dafi eine Lésung von 0,005°/, bei 
Metts Probe unwirksam war. Sie wurde deshalb in der 
Konzentration 0,120°/, gepriift. In dieser Konzentration wirkte 
dagegen die Fundussubstanz so kraftig, dafi sie fiir die Met tsche 
Probe unbrauchbar war. Sie wurde deshalb in der Konzen- 
tration 0,005°/, gepriift. Das Resultat der Mettschen Probe 
war fiir die Fundussubstanz (0,005°/,) 5,9—6 mm und fiir 
die Pylorussubstanz (0,120°/,) 1,2 mm. Die Pylorussubstanz 
war nur 2mal, die Fundussubstanz dagegen 3mal gefallt 
worden. 

Der Unterschied in Verdauungskraft war also aufier- 
ordentlich grofi, und die Substanz aus dem Pylorusteile wirkte 


so schwach, dafi man vielleicht das Pylorusextrakt als Ma- 
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terial zur Darstellung der reinen hyalinen Substanz beniitzen 
kénnte. Nach den Resultaten dieser zwei Versuche zu ur- 
teilen, ist es wohl kaum zu bezweifeln, dafs die hyaline Sub- 
stanz, trotz ihrer meistens sehr kriftigen Enzymwirkung, die 
Enzyme nur als Beimengung enthilt. 


Wie schon eingangs erwaéhnt wurde, kann man auch 
Kalbsmageninfusionen nach der oben beschriebenen Methode 
verarbeiten; das Resultat wird aber weniger befriedigend in- 
folge davon, daf} diese Infusionen in einigen Hinsichten ein 
etwas abweichendes Verhalten zeigen. Sie geben bei Halb- 
sittigung mit Chlornatrium nicht die oben beschriebene hyaline 
Ausscheidung'), die allmihlich als eine obere, zusammen- 
hingende, scharf begrenzte Schicht sich ansammelt und die 
fortgesetzte Arbeit so sehr erleichtert. Statt einer solchen 
Masse geben die Kalbsmageninfusionen mit dem Salze eine 
sehr lockere, grobflockige Fallung, die zum Teil mit Luft- 
blaschen gemengt nach oben steigt, zum Teil aber in der 
Fliissigkeit schwebt und allmiahlich zum Boden sinkt. Diese 
Unannehmlichkeit ist jedoch von untergeordneter Bedeutung, 
denn man kann durch geeignete Manipulationen fast die ge- 
samte Fallung durch Zentrifugieren als einen Bodensatz er- 
halten. Die Minderwertigkeit des Verfahrens beim Verarbeiten 
von Kalbsmageninfusionen liegt darin, daf} ein zu bedeutender 
Teil der Enzyme in Lésung bleibt. Selbst wenn man mit 
Chlornatrium sattigt, enthalt die mehr oder weniger weifie 
Fliissigkeit noch reichliche Enzymmengen, und bei der wieder- 
holten Auflésung in Saéure und Ausfallung mit Chlornatrium 
gehen weitere Mengen verloren, so daf} die Ausbeute sehr 
klein wird. 

Ich habe deshalb auch ein anderes Verfahren versucht, 
welcbes beim Verarbeiten der Infusionen von neugeborenen 
Kilbern oder jungen Saugkilbern als recht brauchbar sich 


1) Erst nach wiederholter Reinigung wird die Substanz deutlicher 
hyalin. 
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erwiesen hat. Dieses Verfahren ist eine Kombination des 
in einem friiheren Aufsatze') beschriebenen Neutralisations- 
verfahrens mit der Salzhalbsattigungsmethode. 

Durch Titration mit "/,,-Lauge bestimmt man die zur 
fast vollstaindigen Neutralisation (Lackmus) erforderliche Menge 
Alkali, neutralisiert dann den gréfiten Teil der Siure durch 
vorsichtigen Zusatz einer stirkeren Lauge, z. B. "/, (um eine 
unnétig starke Verdiinnung zu vermeiden), und fiihrt dann die 
Neutralisation mit "/,,-Lauge zu Ende. Die hierbei auftretende 
Fallung wird nach 12—18 Stunden abzentrifugiert, wobei sie 
sich sehr scharf absetzt. Diese, mit Wasser abgespiilte Fal- 
lung wird dann in Chlorwasserstoffséiure von 0,2°/, gelést und 
mit dem gleichen Volumen gesittigter Chlornatriumlésung ge- 
fallt. Die Fiallung wird stark ausgepreft (was gut geht), von 
neuem in Siure gelést und gegen Wasser dialysiert. 

Das Filtrat von der durch Neutralisation erhaltenen Fal- 
lung enthielt noch bedeutende Enzymmengen, die bei der 
Dialyse des Filtrates sowohl gegen flieffendes wie destilliertes 
Wasser zum grofen Teil mit der Hiweiffallung sich aus- 
scheiden. Diese, durch Dialyse erhaltene, abzentrifugierte 
Fallung wird in ganz derselben Weise wie die Neutralisations- 
fillung behandelt. Es kénnte natiirlich einfacher erscheinen, 
die Infusion direkt zu dialysieren und die Fallung wie oben 
zu behandeln, und dies kann man auch tun. Da ich aber in 
Vorversuchen eine bessere Ausbeute nach dem obigen Ver- 
fahren als nach direkter Dialyse erhielt, habe ich nur nach 
dem erstgenannten Verfahren gearbeitet. 

Die Substanz aus Kalbsmageninfusionen weicht von der 
aus den Mageninfusionen erwachsener Tiere erhaltenen auch 
darin ab, daf} sie bei der Dialyse der zuletzt erhaltenen sauren 
Lésung gegen Wasser nicht als eine tonerdehydratihnliche 
oder iiberhaupt stark gequollene, grobflockige, sondern als eine 
sehr feinkérnige, weifije Fallung sich ausscheidet, die man sehr 
leicht sowohl abzentrifugieren wie abfiltrieren und mit Alkohol- 
iither behandeln kann. Untersucht man die von dieser Dialyse- 
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fillung getrennte und klar filtrierte, neutrale Fliissigkeit, so 
zeigt sie immer Enzymwirkungen, namentlich eine recht starke 
Chymosinwirkung. Bei einem Vergleiche von den Wirkungen 
des Filtrates mit denjenigen der Fillung kann man auch einen 
bisweilen recht bedeutenden Mangel an Parallelitit beobachten. 

Als Beleg hierfiir kann ich folgendes Versuchsresultat an- 
fiihren. Das Filtrat von der Dialysefillung enthielt 0,018 °/, feste 
Stoffe, und ein Teil wurde durch Zusatz von Chlorwasserstoff- 
siure auf den Sauregrad 0,2°/, gebracht, wobei der Gehalt 
an festen Stoffen auf 0,017°/, herabging. Von einem Teile 
der feuchten Fillung wurde eine Lésung in 0,2 °/, Chlorwasser- 
stoffsiure mit ebenfalls 0,017°/, festen Stoffen bereitet. Diese 
Lésung verdaute in 24 Stunden 3 mm, wihrend das Filtrat 
unwirksam war. Bei der Fibrinprobe zeigte die Lésung eine 
ungefihr 40mal kraftigere Wirkung als das Filtrat. Bei 
neutraler Reaktion und dem obengenannten Gehalte an festen 
Stoffen war die Wirkung auf Milch (1:10) fiir die Lésung 
45 Sekunden und fiir das Filtrat 80 Sekunden. Die Relation 
der beiden Enzymwirkungen war also rund: Chymosin = 2: 1 
und Pepsin = 40:1. 

Der Rest der Fallung wurde ausgeprefit, alkohol-dather- 
behandelt, im Exsikkator getrocknet und 4 Monate spiter 
auf Loéslichkeit in Wasser gepriift. Nach 2tagiger Einwirkung 
von Wasser (mit Toluol) in einem kiihlen Zimmer enthielt 
das wasserhelle Filtrat 0,0248 also rund 0,025°/, feste Stoffe. 
Die neutrale Lésung koagulierte Milch in 62 Sekunden, war 
aber vollstindig unwirksam bei der Mettschen Probe. Sie 
wirkte auch nur langsam auf Fibrin und wurde deshalb mit 
einer Lésung von Schweinspepsin (nach der Halbsittigungs- 
methode dargestellt) verglichen. Sie wirkte ungefihr so stark 
wie eine Lésung von Schweinspepsin in der Konzentration 
1: 3000000. 

Diese Beobachtung ist von einem gewissen Interesse. Ich 
habe friiher gezeigt, daf} man durch kurzdauernde, schwache 
Alkalieinwirkung eine Chymosinlésung gewinnen kann, die bei 
der Mettschen Probe unwirksam ist und die man fiir gewisse 
Untersuchungen als praktisch pepsinfrei betrachten kann. Da 
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dies mit der unitarischen Auffassung schwer zu vereinbaren 
ist, hat man angenommen, daf} infolge der Alkalibehandlung 
vielleicht Stoffe gebildet werden, die in saurer Lésung die 
Pepsinwirkung verhindern. Die obigen Beobachtungen zeigen 
nun, daf} man ohne Alkalibehandlung Chymosinlésungen er- 
halten kann, die fast ohne Pepsinwirkung sind. Ob die Alkohol- 
itherbehandlung hierbei eine Rolle spielt, wie auch, ob man 
auf diesem Wege eine Methode zur Darstellung pepsinfreier 
Chymosinlésungen ausarbeiten kann, habe ich noch nicht weiter 
priifen kénnen. 

Gegen das oben beschriebene Verfahren zur Darstellung 
der Enzyme aus: Kalbsmageninfusionen kann man einwenden, 
dafi die Kalbsmageninfusionen oft (nimlich die Infusionen von 
etwas ilteren Tieren) bei der Neutralisation fast keine oder 
jedenfalls eine nur unbedeutende Fallung geben. Fiir solche 
Fille kann man entweder die obige Halbsittigungsmethode 
allein oder erst direkte Dialyse der Infusion und dann die 
Behandlung der Dialysefiillung nach derselben Methode ver- 
wenden. 


3. Stirke der Pepsinwirkung der hyalinen Substanz. 


Die hyaline Substanz aus Pferdemageninfusionen war 
immer recht stark gefairbt, wihrend sie aus anderen Infusionen 
farblos erhalten werden konnte. Sie war also offenbar un- 
reiner, sie wirkte schwacher und gab bei der Dialyse eine 
mehr gelatinése oder schleimiéhnliche Masse, die schwieriger 
zu verarbeiten war. Aus diesem Grunde habe ich die hyaline 
Substanz aus der Pferdemagenschleimhaut nicht zum Gegen- 
stand weiterer Untersuchungen gemacht. 

Gemeinsam fiir die hyaline Substanz von allen vier Tier- 
arten war indessen, daf} sie sowohl Pepsin- wie Chymosin- 
wirkung zeigte. | 

Von dem reinsten Pepsin, demjenigen von Pekelharing, 
unterscheidet sich indessen die hyaline Substanz in zwei 
wesentlichen Hinsichten. Der eine Unterschied betrifft die 
physikalische Beschaffenheit. Das Pepsin Pekelharings 
scheidet sich bei der Dialyse ihrer sauren Lisung gegen Wasser 
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als eine feinkérnige Fallung aus, waihrend die hyaline Substanz 
unter denselben Verhiiltnissen gallertihnliche Fléckchen oder 
eine tonerdehydratihnliche Fallung gibt. Der andere Unter- 
schied ist das verschiedene Verhalten zu Chlorwasserstoffsiure 
von 0,02°/,. Das Pepsin Pekelharings hat bei diesem 
Sauregrade seine geringste Lislichkeit in Wasser und kann 
dementsprechend bei Siurezusatz zu 0,02°/, ausgefallt wer- 
den. Die hyaline, in Wasser aufgequollene Substanz lést sich 
dagegen rasch und vollstiindig nach Zusatz von 0,02°/, Chlor- 
wasserstoffsiure. 

Ks handelt sich also hier, wie es scheint, um zwei wesentlich 
verschiedene Substanzen, die beide starke Enzymwirkungen 
zeigen, und die Frage, die mich in erster Linie interessierte, 
war deshalb die, wie die relative Starke der Enzymwirkungen 
dieser zwei Substanzen sich verhilt. Uber die Stiirke der 
Chymosinwirkung des Pekelharingschen Pepsins liegen keine 
mir bekannten bestimmten Angaben vor, wogegen iiber die 
Stirke seiner Pepsinwirkung ganz bestimmte Angaben vor- 
liegen. Aus dem Grunde bezieht sich mein Vergleich der 
Intensitét der Enzymwirkung beider Substanzen nur auf ihre 
Pepsinwirkung. Bei diesem Vergleiche habe ich die von 
Geselschap') nach der Mettschen Methode gefundenen 
Standardzahlen fiir das Pekelharingsche Pepsin, 5,3 —5,6 mm 
in 24 Stunden, bei der Konzentration 0,005°/, (1: 20000) 
benutzt. 

Bei der Priifung der verschiedenen von mir dargestellten 
Priparate habe ich mich indessen nicht damit begniigt, die 
bei der Dialyse ausgefillte, abfiltrierte, geprefte und getrock- 
nete hyaline Substanz zu priifen. Ich habe auch das von ihr 
getrennte, wasserhelle, neutrale Filtrat untersucht und dabei 
in vielen Fallen eine iiberraschend kraftige Enzymwirkung 
des letzteren beobachtet. Dies hat mich veranlafit, mehrere 
Versuche in folgender Weise auszufiihren. Ein Teil des Dia- 
lysatorinhaltes, durch Verdiinnung mit Wasser auf ein be- 
stimmtes Volumen gebracht, wurde durch Umriihren und Um- 
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schiitteln in eine so homogene Fliissigkeit umgewandelt, dati 
bestimmte Mengen von ihr genau abgemessen werden konnten. 
Diese abgemessenen Mengen wurden teils zur Bestimmung der 
festen Stoffe und teils zur Bereitung einer sauren Lésung von 
bekanntem Sauregrad und Gehalt an festen Stoffen verwendet. 
Der Rest des Dialysatorinhaltes wurde filtriert. Nach Be- 
stimmung der festen Stoffe im Filtrate wurde auch von ihm 
eine Lésung von demselben Siiuregrade und Gehalte an festen 
Stoffen bereitet, und die beiden Lésungen wurden dann nach 
dem Mettschen Verfahren, meistens in der Konzentration 
0,005 °/,, miteinander verglichen. Bei der unten folgenden 
Besprechung der mit solchen Lésungen erhaltenen Versuchs- 
resultate bezeichne ich diese zwei Arten von Versuchsfliissig- 
keiten der Kiirze halber als Dialysatorinhalt und Filtrat. 

Mit der hyalinen Substanz aus Hundemageninfusionen 
habe ich nur wenige Versuche anstellen kénnen, indem im 
ganzen nur vier Infusionen auf Hundemigen mir zuginglich 
gewesen sind und die Fliissigkeitsmenge jedesmal eine ver- 
haltnismifig kleine war. Meine Erfahrung iiber die Substanz 
aus Hundemigen ist also sehr unbedeutend, aber trotzdem 
diirfte sie nicht ganz ohne Interesse sein. 

Geselschap'), welcher das Pepsin des Hundes aus Magen- 
fistelsaft nach Scheinfiitterung dargestellt hat, fand dasselbe 
auffallend wenig wirksam. Fir das direkt durch Dialyse des 
Magensaftes ausgefillte, wie fiir das so gewonnene, wieder 
in Sdure geléste und noch einmal durch Dialyse gefallte Pepsin 
hat er bei der Mettschen Probe in 24 Stunden in der Kon- 
zentration 0,005°/, Werte von 1,27—2,6 mm erhalten. Durch 
Halbsattigung des von der Dialysefillung getrennten Filtrates 
mit Ammoniumsulfat erhielt er ein Pepsin von kraftigerer 
Wirkung, naimlich 4—4,8 mm, und nach einem etwas abge- 
ainderten Verfahren ein Priparat, welches 4,8—5 mm ver- 
daute. Ich habe ebenfalls Praparate von wechselnder, meistens 
schwacher Wirkung, nimlich 1,5—2,4 mm, erhalten. Bei der 
Untersuchung des Filtrates von der durch Dialyse erhaltenen 
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Fallung fand ich aber in einem Falle in der Konzentration 
0,005°/, eine Verdauung von 5,1 mm. Das Filtrat wirkte in 
diesem Falle kriftiger als die Fallung, denn der Dialysator- 
inhalt, direkt mit Sadure versetzt und in der Konzentration 
0,025°/, mit dem Filtrate (in derselben Konzentration) ver- 
glichen, ergab 7,4 mm, das Filtrat dagegen 9,5 mm. In einem 
anderen Falle wirkte dagegen das Filtrat ein wenig schwiicher 
als die entsprechende, ausgeprefite und im Exsikkator getrock- 
nete Fallung, némlich bei der Konzentration 0,005°/,, Fallung 
= 1,5 und Filtrat = 1,3 mm. 

Geselschap glaubt die schwache Wirkung der Mehrzahl 
seiner Praparate durch die Annahme einer Verunreinigung 
mit hemmend wirkenden Substanzen erklaren zu kénnen, und 
die Méglichkeit, daf} diese Annahme richtig ist, kann ich 
natiirlich nicht in Abrede stellen. Die schwache und inkon- 
stante Wirkung meiner Priparate erklire ich durch die An- 
nahme, daf die hyaline Substanz in den verschiedenen Fallen 
eine wechselnde Menge Pepsin als Beimengung enthalten hat. 


Kine Frage, die man in diesem Zusammenhange machen . 


kann, ist die, ob die hyaline Substanz ein Bestandteil des 
normalen Magensaftes ist oder nicht, denn diese Frage kann 
wohl nur durch Untersuchung des natiirlichen Hundemagen- 
saftes erledigt werden. Da mir kein solcher Magensaft zu- 
ginglich gewesen ist, habe ich diese Frage nicht experimentell 
priifen kiinnen; aber trotzdem glaube ich, dab sie verneinend 
zu beantworten ist. Wenn die hyaline Substanz in normalem 
Hundemagensaft vorhanden wire, wiirde dies wohl schwerlich 
anderen Forschern entgangen sein, und die von Pekelharing 
und Geselschap bei direkter Dialyse des Hundemagensaftes 
erhaltene Fallung hatte offenbar nicht die EKigenschaften der 
hyalinen Substanz. Wenn nun die letztere, wie es scheint, in 
dem Magensafte fehlt, kénnte man daran denken, dafi sie 
schon bei der Sekretion oder unter Kinwirkung des hohen 
Sauregrades bei Kérpertemperatur im Magensafte denaturiert 
worden ist. Da ich nun beobachtet hatte, dafi die hyaline 
Substanz sehr rasch denaturiert werden kann, machte ich 
einige hierauf sich beziehenden Versuche mit der Substanz 





Son eames eH 











Studien tiber Chymosin- und Pepsinwirkung. 267 


aus Hundemagenschleimhaut. Ich fand hierbei, dafi selbst 
eine so konzentrierte Lisung, daf} sie 0,250°/, in Chlorwasser- 
stoffsiure von 0,4°/, enthielt, bei 38° C. in 5—6 Minuten 
vollstindig denaturiert wurde. Bei Einwirkung derselben 
Temperatur wéhrend 3 Minuten und médglichst rascher Ab- 
kiihlung war die Denaturierung fast vollstindig, so da bei 
Zusatz von Chlornatriumlésung nur eine unbedeutende, grob- 
flockige, etwas hyaline Fallung entstand, wihrend die Kon- 
trollprobe zu einer schleimihnlichen Masse erstarrte. Um 
eine rasche Erwirmung und Abkiihlung zu erméglichen, wur- 
den nur einige ccm in einem diinnwandigen Reagenzrohre zu 
dem Versuche verwendet. 

Da ich natiirlichen Hundemagensaft nicht erhalten kann, 
und da es aufferdem sehr schwer ist, Hundemiigen aufzu- 
bringen, beabsichtige ich nicht, weitere Versuche mit den 
Hundemagenenzymen anzustellen. Vielleicht werden andere, 
welche tiber das erforderliche Material verfiigen kénnen, diesen 
Fragen ihre Aufmerksamseit widmen. 

Uber das Pepsin des Kuhmagens liegen meines Wissens 
keine besonderen Untersuchungen vor, und beziiglich der ver- 
dauenden Wirkung dieses Pepsins war ich also auf einen 
Vergleich mit dem Pekelharingschen Standardpepsin aus 
Schweinsmagen hingewiesen. Nun ist es allerdings fraglich, 
ob diese beiden Pepsine identisch sind, aber trotzdem oder eher 
gerade aus dem Grunde ist ein solcher Vergleich nicht ohne 
Interesse. Ich teile deshalb hier ganz kurz einige Beobach- 
tungen iiber die Wirkung des Kuhpepsins mit. 

Die hyaline Substanz des Kuhmagens ist, wie die von den 
anderen untersuchten Tieren, leicht léslich in Chlorwasser- 
stoffsiure von 0,02°/, und unterscheidet sich hierdurch wie 
auch durch ihre physikalische Beschaffenheit von dem Schweins- 
pepsin (Pekelharings). Mit dem letzteren verglichen, zeigt 
sie eine auffallend kraftige Wirkung. In meinen Versuchen 
mit der hyalinen Substanz aus Kuhmagen, der Kiirze halber 
als Kuhpepsin bezeichnet, habe ich teils die bei der Dialyse 
entstandene abfiltrierte, ausgeprete und an der Luft getrock- 
nete Fillung, teils das von ihr getrennte Filtrat und endlich 
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auch den Dialysatorinhalt (wie in den Versuchen mit Hunde- 
pepsin) gesondert untersucht. Die ausgeprefite, gelatindse, 
an der Luft getrocknete Fallung erhielt ich, wenn sie nicht 
mit Alkoholaither behandelt wurde, stets als durchsichtige, 
hornartige Lamellen oder Stiickchen, die ich nicht ohne bedeu- 
tende Verluste pulverisieren und als Pulver im Exsikkator 
austrocknen konnte, und die folglich zur Darstellung von Lé- 
sungen sicher bekannter Konzentrationen weniger geeignet 
waren. Aus dem Grunde habe ich hauptsichlich das Filtrat 
und den Dialysatorinhalt benutzt, Liésungen mit demselben 
Gehalte an festen Stoffen und von demselben Sauregrade von 
beiden bereitet und miteinander nach dem Mettschen. Ver- 
fahren verglichen. | 

Hierbei zeigte es sich, da das Filtrat eine wesentlich 
kraftigere Wirkung als die ausgefillte Substanz besitzen 
kann. So zeigte z. B. ein Priparat, welches 2 mal ausgefallt 
worden war, folgendes Verhalten. Der Dialysatorinhalt, auf den 
Sduregrad 0,2°/, Chlorwasserstoffsiure und einen Gehait von 
0,005°/, festen Stoffen gebracht, verdaute in 24 Stunden 
5mm. Das Filtrat, welches 0,048°/, feste Stoffe enthielt, 
wurde mit Wasser verdiinnt und mit Siéure zu 0,2°/, Chlor- 
wasserstoffsiure und 0,005°/, festen Stoffen versetzt, und er 
verdaute unter ganz denselben Bedingungen in derselben Zeit 
7mm. Die Fallung wirkte also in diesem Falle offenbar 
schwacher, das Filtrat dagegen bedeutend kriftiger als das 
Pekelharingsche Standardpepsin. In einem anderen Falle 
mit einer ebenfalls 2 mal gefillten Substanz war das Verhalten 
folgendes. Der Dialysatorinhalt verdaute in 24 Stunden 6,9 
bis 7,1 mm und wirkte also viel kraftiger als das Pekel- 
haringsche Pepsin. Das Filtrat wirkte aber noch kraftiger, 
indem es in derselben Konzentration (0,005°/. festen Stoffen) 
unter denselben Bedingungen 8 mm verdaut hatte. 

In dem Vorigen wurde nur gesagt, dafi das Filtrat kraf- 
tiger als die ausgefillte Substanz wirken ,kann‘, denn ein 
solches Verhalten kommt nicht immer vor. Ich habe namlich 
auch zwei Fille beobachtet, in welchen das Filtrat bei der 
Mettschen Probe unwirksam war. In dem 1. Falle, welcher 
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meinen ersten Versuch mit Kuhmageninfusionen betraf, wurde 
der Gehalt des Filtrates an festen Stoffen leider nicht be- 


stimmt. In dem 2. Falle enthielt das Filtrat 0,025°/, feste 
Stoffe und war in dieser Konzentration wihrend 24 Stunden 
unwirksam bei der Mettschen Probe. Die ausgefillte Sub- 
stanz (wie oben als Dialysatorinhalt gepriift) hatte dagegen 
in der Konzentration 0,005 °/, in derselben Zeit 6 mm ver- 
daut. 

Der wechselnde Gehalt der Filtrate an festen Stoffen in 
den verschiedenen Fiillen, wie auch die sehr wechselnde In- 
tensitat der Wirkung sprechen wohl entschieden dafiir, dafi 
es hier nicht um eine einheitliche Substanz, sondern um ein 
Gemenge, resp. eine labile Verbindung zwischen Enzym- und 
Proteinsubstanz sich handelt, die unter verschiedenen, noch 
nicht niher untersuchten Bedingungen mehr oder weniger 
leicht zerfillt. 

Bemerkenswert ist es jedenfalls, dafi man unter Umstan- 
den Filtrate erhalten kann, die doppelt so kraftig (8 mm) wie 
das reinste Pekelharingsche Pepsin wirken, und dies, trotz- 
dem diese Filtrate wahrscheinlich neben dem Enzym auch 
andere Stoffe enthalten. Dies kénnte nun daher riihren, dab 
das Kuhpepsin nicht mit dem Schweinspepsin indentisch ist, 
eine Méglichkeit, die dadurch an Wahrscheinlichkeit gewinnt, 
daf} das Chymosin des Kuhmagens, wie unten gezeigt werden 
soll, etwas anders als das Chymosin von Schwein und Hund 
sich verhalt. Es kann aber natiirlich auch daher riihren, daf 
das in den Filtraten geléste Enzym eine reinere und aus dem 
Grunde auch kriftiger wirkende Substanz ist. Diese Frage 
gehért zu denjenigen, deren Lésung weiteren Untersuchungen 
iiberlassen werden mul. Aus den nun mitgeteilten Beob- 
achtungen kann man jedenfalls den Schlufi ziehen, daf auch 
die hyaline Substanz des Kuhmagens sehr gut als Aus- 
gangsmaterial fiir fortgesetzte Studien iiber das Pepsin sich 
eignet. 

Uber die Wirkung der hyalinen Substanz des Schweins- 
magens, die beziiglich ihrer enzymatischen Wirkung natiir- 
lich mit dem Pekelharingschen Standardpepsin direkt ver- 
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gleichbar ist, findet man schon in dem Vorigen einige Angaben, 
aus denen erhellt, dafi die hyaline Substanz eine wechselnde 
enzymatische Intensitét zeigt. Das am schwiichsten wirkende 
Praparat erhielt ich in einem Falle nach 3maligem Ausfallen 
mit Chlornatriumlésung. Die infolge der Dialyse ausgefiillte, 
ausgeprefite und an der Luft getrocknete, hornartige Substanz 
verdaute nimlich in der Konzentration 0,005°/, nur 4 mm in 
24 Stunden. In diesem Falle verdaute das Filtrat starker 
als das Pekelharingsche Pepsin, nimlich (in der Konzen- 
tration 0,005°/,) 6 mm. Der Dialysatorinhalt verdaute in 
derselben Konzentration und in derselben Zeit (24 Stunden) 
9,0—5,6 mm. 

In einem anderen Falle wirkte das Filtrat von der Dialyse- 
fillung anscheinend noch kraftiger. Das Filtrat wurde aller- 
dings in diesem Falle nicht in der gewohnlichen Konzentration, 
sondern bei einem Gehalte von 0,0088°/, gepriift, es verdaute 
aber in 20 Stunden 9 mm. Auffallend war es, dafi dasselbe, 
nicht angesiuerte Filtrat im Verhiltnis zu der kraftigen 
Pepsinwirkung eine schwache Chymosinwirkung zeigte. Hs 
koagulierte nimlich bei Kérpertemperatur Milch in dem Ver- 
haltnisse 1:10 erst nach 8 Minuten. Die durch Dialyse er- 
haltene, abfiltrierte und an der Luft getrocknete, hornartige 
Fallung, in Chlorwasserstoffsiure von 0,2°/, gelést, verdaute 
in der Konzentration 0,005°/, in 24 Stunden 5,7 mm und 
wirkte also ebenso kriaftig wie das reinste Standardpepsin. 
Dieses Priparat war 3mal mit Chlornatriumlésung ausgefiallt 
worden. 

Von einem 3. Priparate, ebenfalls 3mal mit Chlornatrium- 
lésung gefallt, wurde das Filtrat, welches 0,053°/, feste Stoffe 
enthielt, mit der abfiltrierten, ausgeprefiten und im Exsikkator 
getrockneten, hornartigen Dialysefillung verglichen. Beide 
Lésungen enthielten 0,005°/, feste Stoffe und 0,2°/, Chlor- 
wasserstoffsiure. Verdauung nach Mett in 24 Stunden: Fil- 
trat 5,9—6 mm, Fallung 5,1—5,2 mm. In einem 4. Falle 
— ebenfalls 3maliges Ausfallen mit Chlornatriumlésung — ver- 
daute das Filtrat (0,005°/, feste Stoffe) in 24 Stunden 5,6 mm 
und der Dialysatorinhalt unter denselben Bedingungen 5,1 mm. 
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Die abfiltrierte Fillung, welche in diesem Falle nicht an der 
Luft getrocknet, sondern mit Alkoholither behandelt wurde, 
verdaute unter ahnlichen Bedingungen nur 3,4 mm. 

Zu dem oben (8. 253) erwahnten Falle, in welchem ein 
Teil der hyalinen Substanz nur 2- und der Rest 5mal mit 
Chlornatriumlésung gefallt wurde, will ich bemerken, daf zu 
der Pepsinprobe nicht die durch Dialyse ausgefillte, abfiltrierte 
und getrocknete Substanz, sondern die zuletzt erhaltenen 
Lésungen verwendet wurden. Von der Lésung der 2mal ge- 
fillten Substanz in Chlorwasserstoffsiure von 0,2°/, wurde 
ein Teil bei etwas iiber 0° aufbewahrt, wihrend der Rest zur 
wiederholten Fiallung mit Chlornatriumlésung benutzt wurde. 
Die 5. Fallung wurde nach dem Auspressen in Chlorwasser- 
stoffsiiure von 0,2°/, gelést und dann, ebenso wie die Lésung 
der 2. Fillung, gegen Chlorwasserstoffsiure von derselben 
Konzentration, zur Entfernung des Kochsalzes, dialysiert. 
Dann wurde ein Teil jeder Lésung zur Bestimmung der festen 
Stoffe benutzt und darauf von beiden neue Lésungen mit 
0,005°/, festen Stoffen und 0,2°/, Chlorwasserstoffsiure be- 
reitet. Mit diesen Lésungen wurde das oben (S. 253) erwihnte 
Resultat — 7 mm fiir die 2mal und 6 mm fir die 5mal ge- 
fallte Substanz — erhalten. 

Die Beobachtung, dafi der Dialysatorinhalt und in noch 
héherem Grade die abfiltrierte Fallung wesentlich schwicher 
als das von dem Niederschlage getrennte Filtrat wirken kann, 
wie auch die in verschiedenen Fallen wechselnde Intensitat 
der Enzymwirkung zeigen, dafi die hyaline Substanz keine 
reine Enzymsubstanz und kein einheitlicher Stoff ist. Der 
Umstand, da sowohl die nur 2mal gefillte hyaline Substanz 
wie das Filtrat in einigen Fallen kriftiger als das Pekel- 
haringsche Pepsin gewirkt hat, diirfte wohl ferner zeigen, 
dafi auch das letztere keine reine Enzymsubstanz sein kann. 
Die recht konstante Wirkung dieses letztgenannten Pepsins 
bei der Mettschen Probe, nimlich 5,2—5,6 mm, in der Kon- 
zentration 0,005°/,, im Vergleiche zu der mehr wechselnden 
Wirkung der hyalinen Substanz (4—7 mm) deutet vielleicht 
darauf hin, dafi das Pekelharingsche Pepsin eine Verbindung 
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in ziemlich konstantem Verhaltnis zwischen Enzym und 
einem EHiweifstoff ist, wiihrend die enzymatisch wirkende 
hyaline Substanz mehr den Eindruck eines Gemenges von 
Enzym und Proteinsubstanz gibt. 

Ks ist ferner vielleicht der Erwaihnung wert, dai sowohl 
die obengenannten Filtrate wie die hyaline Substanz bei 
Gegenwart von 0,1—0,2°/, Chlorwasserstoffsiure die Pekel- 
haringsche Pepsinreaktion (bei raschem Erhitzen der sauren 
Lésung) geben, wenn nur die Lésung nicht zu stark verdiinnt 
ist. Ich kenne nicht die Empfindlichkeitsgrenze dieser Reak- 
tion in Lésungen von Pekelharings Pepsin. In ein paar 
Versuchen mit hyaliner Substanz in saurer Lésung habe ich 
aber gefunden, dafi die Empfindlichkeitsgrenze bei dem Siure- 
grade 0,2°/, Chlorwasserstoffsiure ungefiihr bei der Konzen- 
tration 1: 10000 oder etwas darunter liegt. In dieser Kon- 
zentration wurde die Lésung bei raschem Erhitzen zuerst nur 
opaleszent ohne sichtbare Fallung, nach dem Erkalten trat 
aber binnen kurzem eine geringfiigige, sehr feine Fallung auf. 

Wenn man die enzymatisch wirkende hyaline Substanz 
als ein Gemenge auffafit, so liegt der Wert ihrer Darstellung 
hauptsachlich nur darin, dafi sie ein leicht darstellbares Aus- 
gangsmaterial fiir weitere Untersuchungen liefert. Da jeden- 
falls der allergréfite Teil der Enzyme in einer Infusion bei 
Halbsattigung mit Chlornatrium ausfallt, konnte man erwarten, 
dafi schon diese erste Rohfallung eine kraftige Enzymwirkung 
zeigen soll. Dies ist nun, wie einige hieriiber angestellte Ver- 
suche zeigen, in der Tat auch der Fall. Die erste Robfallung 
enthilt nach starkem Auspressen immer ziemlich viel Fliissig- 
keit, gewéhnlich mehr als 60°/,, und folglich auch Chlor- 
natrium. Infolge dieses Gehaltes an Chlornatrium kann man 
sie in halbgetrocknetem Zustande leicht zerreiben und, nach 
weiterem Trocknen im Exsikkator, als ein sehr feines, blaf- 
gelbliches Pulver gewinnen. In diesem, bis zu konstantem 
Gewicht im Exsikkator getrockneten Pulver habe ich den 
Gehalt an Chlornatrium bestimmt und den Rest als hyaline 
Substanz berechnet. Ich habe drei solche Priparate unter- 
sucht. Das Pulver wurde bei Zimmertemperatur in Chlor- 
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. wasserstoffsiure von 0,2°/, gelést und dann mit Siéure so weit 
verdiinnt, dafi die zu priifenden Lésungen immer 0,005°/, 
organische Substanz enthielten. Das Praparat 1, mit 32,5°/, 
hl Chlornatrium und 67,5°/, organischer Substanz, verdaute in 
3 24 Stunden 6 mm. Das Praparat 2, mit 27,4°/, Chlornatrium 
7 und 72,6°/, organischer Substanz, verdaute 4,1 mm und das 
a Prdparat 3, mit resp. 29,7°/, Chlornatrium und 70,3°/, orga- 
t nischer Substanz, 5,2 mm. 
7 Man kann also schon durch einmalige Ausfallung mit Chlor- 
4 natrium Trockenpriparate von allerdings etwas wechselnder, 
' in Einzelfillen aber sogar von etwas kraftigerer Enzymwirkung 


als derjenigen des Standardpepsins erhalten, und diese Trocken- 
priparate wirkten kraftiger als alle von mir gepriiften kauf- 
lichen Pepsinpraiparate. Diese Rohfallung kann man direkt 
zu vielen Untersuchungen iiber die Pepsinverdauung verwenden, 
denn das beigemengte Chlornatrium diirfte in Lésungen 1 : 20000 
oder in noch stirker verdiinnten Lisungen wohl ohne Belang 
sein. Dieses Rohpepsin wirkt namlich sogar in der Ver- 
: diinnung 1: 10000000 noch verdauend auf ungekochtes Fibrin, 
| in der Siedehitze fein koaguliertes, feuchtes Hiihnereiweif 
: und in Verdauungssalzsiiure geléstes Kasein. So waren z. B. 
in 1°/,igen Lésungen von Kasein in Chlorwasserstoffsiure von 
0,2°/, bei Kérpertemperatur in einem Versuche mit dem Roh- 
praparate 1 bei der Pepsinkonzentration 1 : 10000000 im Laufe 
von 24 Stunden 19,6°/, und mit dem Priparate 3, welches 
etwas schwicher wirkte, 11,8°/, von dem Kasein in Albumosen 
iibergefiihrt worden. Daf} in allen Versuchen Kontrollversuche 
mit Sidure allein angestellt wurden, diirfte wohl eigentlich 
selbstverstiindlich sein. 

Lést man das Rohpriparat in Chlorwasserstoffsiure von 
0,2°/, bei Zimmertemperatur oder in der Kalte, so kann man 
durch Dialyse gegen Saiure derselben Konzentration leicht das 

Chlornatrium entfernen, und man erhalt nun sehr kraftig 
wirkende Enzymlésungen, die viel reiner als die (von mir 
untersuchten) kiuflichen Pepsinpraparate sind. Das Verfahren | 
eignet sich also sehr gut zur Darstellung von Pepsinlésungen | 
im Laboratorium, und aus den von der Infusion getrennten 
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Schleimhautresten, welche noch recht viel Enzym enthalten, 
kann man, nach nicht zu langdauernder Verdauung bei Kérper- 
temperatur, durch Ausfallung mit Ammoniumsulfat und weitere 
_ Verarbeitung, hauptsichlich nach dem Verfahren von Pekel- 
haring, noch weitere Mengen eines kriftig wirkenden Pepsins 
gewinnen. 

Aus je 1 Liter Infusion, welcher 100 g Fundusschleim- 
haut entspricht, kann man, wie oben erwihnt, als Mittel 
0,5 g eines Rohpriparates erhalten, welches unter Umstiinden 
ebenso kraftig oder sogar etwas kriftiger als das reinste 
Standardpepsin wirkt, wiihrend man zur Gewinnung einer etwa 
gleich grofjen Menge des letzteren 10 Schweinsmagen nach 
einem ziemlich umstindlichen Verfahren verarbeiten muf. 
Dies ist natiirlich ein grofer Vorteil. Die gréfte Bedeutung 
des neuen Verfahrens liegt meines Erachtens auch darin, dafi 
man nach ihm in sehr einfacher und wohlfeiler Weise ein 
enzymreiches Rohmaterial erhalten kann, welches neue Wege 
zum Studium der Magenenzyme eréffnet. 


4, Einige Beobachtungen tiber die Enzymwirkungen der hyalinen 
Substanz. 


Nach dem oben geschilderten Darstellungsverfahren erhalt 
man die hyaline Substanz mit unveranderten physikalischen 
EKigenschaften, und eine schidigende Einwirkung der Saure bei 
Kérpertemperatur ist jedenfalls ausgeschlossen. Es war des- 
halb von Interesse, die Enzymwirkungen der nach diesem Ver- 
fahren erhaltenen Lésungen mit den Wirkungen der in friiher 
iiblicher Weise erhaltenen Infusionen bzw. Enzymlésungen zu 
vergleichen, und ich habe einige orientierende Versuche in 
dieser Richtung ausgefiihrt. 

Sieht man von der verschieden kraftigen Wirkung ver- 
schiedener Pepsinpriparate ab, so diirften wohl keine sicher 
festgestellten Unterschiede in der Wirkung des Pepsins der 
verschiedenen in dieser Hinsicht bisher untersuchten Siauge- 
tiere bekannt sein. Die Chymosinwirkung zeigt dagegen be- 
kanntlich, z. B. bei Schwein und Kalb, ein so abweichendes 
Verhalten, da man das Vorkommen eines besonderen Chymo- 
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sins, des sog. Parachymosins, angenommen hat'). Unter solchen 
Umstanden schien es mir in erster Linie von Interesse zu 
sein, die Chymosinwirkung der hyalinen Substanz vom Schweine 
zu priifen. 

Fiir das Chymosin des Schweines ist es charakteristisch, 
dafi es dem Zeitgesetze gegeniiber anders als das Chymosin 
vom Kalbe sich verhilt. Das Chymosin vom Schweine (das 
Parachymosin) folgt nimlich nur bei verhaltnismafig kurzen 
Gerinnungszeiten einigermafien dem Gerinnungsgesetze, waih- 
rend seine Liésung schon nach mafiger Verdiinnung die Milch 
bei Kérpertemperatur nicht koaguliert. Wie verhalt sich 
nun die hyaline Substanz in dieser Hinsicht? Die folgenden 
Beispiele werden dies zeigen. 

Zu den Gerinnungsversuchen mit Chymosin muf man 
unbedingt neutrale oder fast ganz neutrale Enzymlésungen 
verwenden. Ganz neutrale, salzfreie Lésungen habe ich durch 
Anwendung des nach Abfiltrieren der Dialysefallung gewonnenen 


neutralen Filtrates in einigen Fallen ohne weiteres erhalten. . 


Sonst habe ich die saure Lésung, deren Séuregrad durch Titra- 
tion genau festgestellt worden war, mit "/,,-Lauge bis auf 
0,003—0,002°/, freie Chlorwasserstoffsiure neutralisiert. Fiir 
das Resultat schien es gleichgiiltig zu sein, ob ich mit der 
einen oder anderen Art von Liésungen arbeitete. Das im 
letzteren Falle vorhandene Chlornatrium schien ohne Einfluf 
auf das Hauptresultat zu sein. Hine Schwierigkeit bei Ver- 
suchen mit Schweinsenzym liegt jedoch darin, daBb bei etwas 
lingerer Gerinnungszeit die Koagulation nicht mit einem 
Schlage von statten geht. Es wird erst eine fee Fallung 
sichtbar; nach einiger Zeit sieht man gréfiere oder kleinere 
Kasekliimpchen, und nach lingerem Stehen wird der Inhalt 
der Reagenzréhren mehr oder weniger fest. Man kann also 
in solchen Fallen keinen sicheren Zeitpunkt fiir die Koagu- 
lation feststellen. Ich habe den Zeitpunkt gewihlt, wo die 
erste, ganz unzweifelhafte Fallung auftrat. In den Versuchen 


') Vgl. Ivar Bang, Deutsche med. Wochenschr. 1899, und Pflii- 
gers Archiv Bd, 79. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVIII. 20 
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mit Kalbsenzym war dagegen der Zeitpunkt der Koagulation 
leicht festzustellen. Nach diesen vorausgeschickten Bemer- 
kungen fiihre ich hier einige Beispiele von der Enzymwirkung 
der hyalinen Substanz vom Schweine an. 

Kine neutralisierte Lésung mit 0,06°/, organischer Sub- 
stanz (= 1: 1666) wurde mit Wasser verdiinnt und in den 
Konzentrationen: 1 (1: 1666), 1/,, 1/, und */, bei 38° C. mit 
Milch (1: 10) gepriift. Die Gerinnungszeiten in Sekunden waren 
1 = 90; '/, = 220; 1/, = 4500 und '/, = keine Koagulation in 
3 Stunden. Wenn innerhalb 3—4 Stunden keine Zeichen einer 
beginnenden Koagulation zu sehen sind, findet eine typische 
Gerinnung bei weiterem Stehen der Proben bei Kérpertempe- 
ratur nicht (ohne Siurebildung in den Proben) statt, und die 
Gerinnungszeit kann in solchen Fallen gleich oo gesetzt wer- 
den. Statt der nach dem Zeitgesetze zu erwartenden Relation 
der Gerinnungszeiten 1:2:4:8 wurden also die Zahlen 
1:2,4:50:ccerhalten. Die Lésung zeigte also das fiir das 
Parachymosin charakteristische Verhalten. 

Zu einem anderen Versuche wurde das neutrale Filtrat 
von einer Dialysefillung verwendet. Dieses Filtrat enthielt 
0,045°/, organische Substanz (= 1: 2222). Es wurde mit 
Wasser verdiinnt und in den Konzentrationen 1 (= 1 : 2222), 
Yes ‘4, 2/g) */1¢ mit Milch bei 38° C. gepriift. Die Gerinnungs- 
zeiten in Sekunden waren 1 = 60; '/, = 150; 3/, = 480; 
‘/, = 10800 und */,, = keine Koagulation. Die Relationszahlen 
waren also 1: 2,5:8:180: 00, und auch dieses Filtrat verhielt 
sich folglich wie eine Parachymosinlésung. In der Konzen- 
tration 0,005°/, (= 1:20000) verdaute es nach Mett 6 mm. 

Da ein Vergleich mit der Wirkung des Kalbsenzymes von 
Interesse ist, habe ich auch solche Versuche angestellt, und 
es mag folgendes Beispiel angefiihrt werden. Eine neutrali- 
sierte Lésung der Substanz vom Schwein wurde mit einer 
Kalbsenzymlésung, die nach der Neutralisationsmethode’) aber 
ohne Alkalieinwirkung dargestellt worden war, verglichen. 
In der Konzentration 0,025°/, (1: 4000) ergaben die Lésungen 


1) Mitt. III. Diese Zeitschr, Bd, 94, 
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” bei der Mettschen Probe nach 22 Stunden Kalb = 2 mm, 
e Schwein = 12,1 mm. Die Relation der Pepsinmengen war 
8 also: Kalb: Schwein = 1:36. In den Milchversuchen war die 


Konzentration 1 beider Enzymlésungen 0,0125°/, (1 : 8000) 
und sie wurden mit Wasser zu '/,, 1/, und /, verdiinnt. Die 


: Gerinnungszeiten in Sekunden bei 38° C. waren folgende: 

" Schwein 1 (1 : 8000) = 70; '/, = 135; 1/, = 3000; 1, keine 
1 i Gerinnung, 

: Kalb 1 (1: 8000) = 75; 4/, = 140; 1/, = 240: ¥/, = 420. 


Die Relationen der Gerinnungszeiten waren also fiir das 
Schweinsenzym = 1:1,9:43: und fiir das Kalbsenzym 
1:1,9:3,2: 58. 

Dieser Versuch gab also beziiglich des Schweinsenzymes 
ein ganz ahnliches Resultat wie die zwei vorigen. Er zeigt 
ferner das wesentlich verschiedene Verhalten des Chymosins 
von Kalb und Schwein, und endlich liefert er auch ein gutes 
Beispiel von der fehlenden Parallelitét der beiden Enzym- 
wirkungen. Beide Lésungen hatten dieselbe Konzentration 
und innerhalb der Grenzen, welche einen direkten Vergleich 
beider Wirkungen gestatteten, wirkten sie auch fast gleich 
kriftig auf Milch. Die Pepsinrelation war aber eine ganz 
andere, naimlich 1:36. Man findet es vielleicht auffallend, 
dafi auch das Kalbsenzym nicht dem Zeitgesetze genau folgt, 
indem in den verdiinnteren Lésungen (bei noch kriftiger Wir- 
kung) die Gerinnungszeiten relativ etwas zu kurz waren. Dies 
ist aber ein Verhalten, dem man in Versuchen mit Kalbs- 
magenenzym bei Kérpertemperatur oft begegnet und dessen 
Ursache noch nicht klar ist. Ahnliches kann man, bei geeig- 
neten Konzentrationen, auch in Versuchen mit Kuh- oder 
Schweinsenzym beobachten; und ein mehr eingehendes Studium 
des Zeitgesetzes bei verschiedenen Temperaturen und ver- 
schiedenen Konzentrationen der Enzymlésungen scheint mir 
deshalb sehr erwiinscht zu sein. 

Anschliefend an die mitgeteilten Versuche mit Schweins- 
enzym fihre ich hier auch ein paar Versuche mit Kuh- 
enzym an. 
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Kine saure Liésung von an der Luft im Exsikkator ge- 
trocknetem Kuhenzym wurde fast vollstaindig neutralisiert und 
in den Konzentrationen 1 = (1: 3000), '/,, /, und */, mit Milch 
bei 38° C. gepriift. Die Gerinnungszeiten waren in Minuten 

= 8; '/, = 16; */, = 31; 1/, = 65, und die Enzymwirkung 
folgte also innerhalb dieser Grenzen dem Zeitgesetze. Eine 
mit derselben Milch gleichzeitig gepriifte neutralisierte Lésung 
von Kalbsenzym (1: 3000) — nach dem in diesem Aufsatze 
angegebenen Verfahren erhalten — wirkte Smal so kriftig 
wie die Kuhenzymlésung. Beide Lésungen wurden in der 
Konzentration 1: 3000 (chlornatriumfrei) nach Mett gepriift. 
Nach 20 Stunden hatte das Kuhenzym 7,2 mm, das Kalbsenzym 
dagegen nichts verdaut. Bei der Karminfibrinprobe wirkte 
die Kuhenzymlésung 80mal so kraftig wie die Lésung von 
Kalbsenzym. Die Enzymrelationen waren also fiir das Pepsin: 
Kuh : Kalb = 80:1 und fiir das Chymosin= 1:8. Der Mangel 
an Parallelitét war also héchst bedeutend. 

Zu dem nun folgenden Versuche diente nicht eine neu- 
tralisierte Lésung von Kuhenzym, sondern das neutrale Filtrat 
eines Dialysatorinhaltes. Das Kalbsenzym war ein nach dem 
neuen Verfahren dargestelltes Trockenpriparat, dessen Liésung 
in Chlorwasserstoffsiure genau neutralisiert wurde. Beide 
Lésungen enthielten je 0,025°/, organische Stoffe (1 : 4000). 
Sie wurden in den Konzentrationen 1 = (1: 4000), */,, 4/,, 1/, und 
1/,, mit Milch bei 38—39° C. gepriift. Die Gerinnungszeiten, 
in Sekunden, waren folgende: 


Kuh 1=122; 3/, =228; 9/, = 360; 1/, = 930; 3/,, = 2340. 
Kalb 1= 40; '/,= 62; 1/,=100; '/, = 165; '/,,= 330. 


Die Relationen der Gerinnungszeiten waren also fiir 
Kuh = 1:1,9: 2,9: 7,6: 19 und fiir Kalb =: 1,6: 2,5: 4,1: 8,3. 

Zu der Mettschen Probe diente die nicht vorher neutra- 
lisierte und also nicht chlornatriumhaltige Lésung des Kalbs- 
enzymes, beide Lésungen also ohne Chlornatrium. Die Kon- 
zentration beider war 0,005°/, (1:20000) und das Resultat 
nach 24 Stunden war folgendes: Kuhenzym = 8,1 mm; Kalbs- 
enzym=1,6 mm. Die Relation der Chymosinwirkungen war, 
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wenn man an die drei ersten, miteinander gut vergleichbaren 
Konzentrationen sich hilt, als Mittel Kalb : Kuh = 3,4: 1, 
wihrend die Pepsinrelation 1:26 war. Auch in diesem Falle 
also fehlende Parallelitat der beiden Enzymwirkungen. So- 
wohl das Kuh- wie das Kalbsenzym zeigte die obengenannte 
Abweichung von dem Zeitgesetze, daf} nimlich die Gerinnungs- 
zeiten im Verhiltnis zu den berechneten zu kurz waren; der 
Versuch zeigt aber, daf} das Kuhenzym hinsichtlich ihrer 
Chymosinwirkung dem Zeitgesetze viel besser als das Schweins- 
enzym folgt. Diese zwei Versuche, die einzigen, die ich bis- 
her mit Kuhenzym angestellt habe, sprechen also dafiir, daf 
das Kuhenzym nicht mit dem Schweinsenzym identisch ist, 
sondern dem Kalbsenzym viel naher steht. 

Das wesentlich verschiedene Verhalten des Kuh- und des 
Schweinsenzymes zu der Milchgerinnung geht noch deutlicher 
aus dem folgenden Vergleiche der Wirkung von zwei gleich 
konzentrierten Liésungen der beiden Enzyme hervor. Die 
Kuhenzymlésung war die im letzten Versuche erwihnte und 
die Schweinsenzymlisung dieselbe, die zu dem oben (S. 277) 
erwihnten vergleichenden Versuche mit Schweins- und Kalbs- 
enzym gedient hatte. Beide Lésungen gaben bei 38° C. fiir die 
Milchgerinnung (1:10) folgende Zeiten in Sekunden: 


Schwein */s999 = 703 */16000 = 185; */s2000 = 30003 */¢4000 = 3 
Kuh "/eo00 = 228 5 */16000 = 360; */32000 = 9303 */¢4000 = 2340. 


Die Wirkungen der beiden Enzymlésungen sind insofern 
nicht ganz vergleichbar, als sie nicht an demselben Tage und 
folglich nicht mit derselben Milch ausgefihrt wurden. Dies 
andert jedoch nicht das fiir die Resultate Wesentliche, ném- 
lich die von der Konzentration '/,,,., ab sehr wesentlich ver- 
langsamte Gerinnung in den Proben mit Schweinsenzym, was 
zur Folge hat, dafi die urspriinglich schwicher wirkende Kuh- 
enzymlésung von dieser Konzentration ab kriaftiger als die 
Schweinsenzymlisung wirkte, und zwar so viel kriftiger, dab 
sie in der Konzentration 1/,459, die Milch in 39 Minuten koa- 
gulierte, wihrend die Schweinsenzymlésung bei derselben 
Konzentration unwirksam war. 
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Die nun als Beispiele mitgeteilten, mit der hyalinen Sub- 
stanz von Kuh, Kalb und Schwein erhaltenen Versuchsresultate 
zeigen unzweideutig, daf} weder das verschiedene Verhalten 
der Enzyme zu dem Zeitgesetze noch die fehlende Parallelitit 
der beiden Enzymwirkungen von einer Denaturierung infolge 
einer schidigenden Einwirkung der Chlorwasserstoffsiure bei 
Kérpertemperatur herriihren kann. Die Versuchsergebnisse 
deuten vielmehr darauf hin, daB diese Verschiedenheiten ihren 
Grund in der Eigenart der Enzyme bei den verschiedenen 
Tieren haben. 

Die nun angefiihrten Beobachtungen iiber das verschiedene 
Verhalten der Magenenzyme verschiedener Tiere zu dem Zeit- 
gesetze beziehen sich, wie man aus dem Obigen ersieht, nur 
auf die Milchgerinnung bei Kérpertemperatur oder, richtiger, 
bei Temperaturen von 38—39° C. Durch hinreichend lang- 
dauernde Einwirkung von Chlorwasserstoffsiure von 0,2—0,4°/, 
bei diesen Temperaturen kann man bekanntlich das Kalbsenzym 
derart veriindern, daf} es die Milch bei Kérpertemperatur nicht 
mehr koaguliert. Wie van Dam?) als erster gezeigt hat, 
kann ein so behandeltes, bei Kérpertemperatur auf Milch un- 
wirksames Enzym dagegen die Milch bei einer niedrigeren 
Temperatur koagulieren, und dementsprechend kann auch 
unter geeigneten Verhaltnissen eine Enzymlésung rascher bei 
z. B. 30° C. als bei Kérpertemperatur die Milch zur Gerinnung 
bringen. Ahnliches gilt auch in mehr oder weniger hohem 
Grade fiir die kiuflichen Pepsinpraiparate, deren neutrale Lé- 
sungen in passender Verdiinnung bei 38° C. auf Milch unwirk- 
sam sein kénnen, wahrend sie bei 30° C. dieselbe Milch koa- 
gulieren und in einer weniger starken Verdiinnung rascher 
bei dem niedrigeren als héheren Temperaturgrade wirken. 

Da nun auch die kalt bereiteten, neutralisierten Infu- 
sionen sowohl von Hund wie Schwein, passend verdiinnt, ein 
iihnliches Verhalten zu verschiedenen Temperaturen zeigen, 
kann dieses eigentiimliche Verhalten natiirlich nicht die Folge 
einer Denaturierung durch Séurewirkung sein, und es kénnte 


1) Diese Zeitschrift Bd. 64, S. 316. 
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wohl unter solchen Umstiinden eigentlich iiberfliissig sein, die 
hyaline Substanz in dieser Hinsicht zu priifen. Dies habe 
ich trotzdem gemacht und werde als Beispiel nur die Resultate 
eines Versuches hier anfiihren. 

Ks handelt sich hier um den schon oben (S. 277) erwihnten 
Versuch mit Schweins- und Kalbsenzym. Gleichzeitig mit der 
bei 38° C. ausgefiihrten Versuchsreihe wurde eine andere mit 
derselben Milch bei 30° C. angestellt. Die Konzentration 
1 war in beiden Lésungen 1: 8000 und die Gerinnungszeiten 
in Sekunden fiir die verschiedenen Verdiinnungen der Enzym- 
lésungen bei 38° und 30°C. waren folgende: 


[ Schwein 1= 70; '/,=135; 3/, = 3000; '/, = keine 
38° C. 5 Gerinnung; 

| Kalb l= 75; ";,= 140; '/, = 240: ),= 430; 
Schwein 1 = 180; '/,=300; 1/, = 630; '/, = 1740; 


30° C, 
ade Kalb = 1 = 210; */, = 285; '/, = 465; /p= 715. 


Dieser Versuch zeigt in schlagender Weise, wie verschie- 
den das Schweinsenzym bei den Temperaturen 30° und 38° C. 
wirkt. Anfangs, in den Konzentrationen 1: 8000 und 1 : 16000, 
koaguliert das Schweinsenzym die Milch bedeutend rascher 
bei der héheren als bei der niedrigeren Temperatur. Bei der 
Konzentration 1: 32000 ist das Verhalten schon umgekehrt, 
indem es hier bei 30° C. beinahe 5mal so rasch als bei 38° C. 
wirkt, und bei der Konzentration 1 : 64000 ist der Unterschied 
noch gréfer. Hier wirkt es naimlich bei 30° C. in 1740 Se- 
kunden, wihrend es bei 38° C. die Milch gar nicht koagulierte. 
Das Kalbsenzym verhalt sich anders, indem es in allen vier 
Konzentrationen langsamer bei der niedrigeren als bei der 
héheren Temperatur wirkte. Die Wirkung des Schweins- 
enzymes stimmte bei 30° C. entschieden besser mit dem Zeit- 
gesetze als bei 38° C. Die Relationen der Gerinnungszeiten 
waren nimlich bei 30° C. =1: 1,7: 3,5: 9,6, bei 38° C. dagegen 
=1:1,9:438:0. Die Wirkung des Kalbsenzyms war weniger 
von der Temperatur abhingig. Sowohl bei 30° wie bei 38° C. 
zeigte aber das Kalbsenzym eine recht bedeutende Abweichung 
von dem Zeitgesetze, und zwar in dem oben angedeuteten 
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Sinne, das die Gerinnungszeiten zu kurz waren; und diese 
Abweichung war noch etwas gréfer bei 30° als bei 38° C. 
Die Relationen der Gerinnungszeiten fiir die Versuche mit 
Kalbsenzym waren namlich bei 38° C.=1:1,9:3,2:5,6 und 
fir 30° C.=— 1:14:22; 6,2. 

Die hemmende oder koagulationsverhindernde Wirkung 
der héheren Temperatur erklirt v. Dam durch die Annahme 
einer mit steigender Temperatur zunehmenden schidigenden 
Einwirkung der Hydroxylionen der Milch auf das Enzym, eine 
Annahme, welche durch den Einflufi eines Saéurezusatzes zu 
der Milch auf die Gerinnung gestiitzt wird. Durch Zusatz 
von Saure zu der Milch kann man nimlich die Gerinnungszeit 
stark abktirzen und das Verhalten der Enzymwirkung zu dem 
Zeitgesetze wesentlich verindern. Es war nicht meine A)b- 
sicht, in diesem Aufsatze ausfiihrlicher auf die Wirkung der 
Enzyme unter verschiedenen Bedingungen einzugehen, und ich 
beschrinke mich deshalb darauf, nur mit einem Beispiele die 
Bedeutung einer verschiedenen Reaktion der Milch fiir die 
Gerinnung bei Anwendung eines sicher nicht durch Saure- 
wirkung bei Kérpertemperatur denaturierten Enzymes zu 
zeigen. 

Kine neutrale Lésung der hyalinen Substanz vom Schwein 
in den Konzentrationen 1 = 0,00625°/, (= 1: 16000), ¥/,, 3/,, 
"ey */1g und '/,, wurde teils mit gewdhnlicher und teils mit 
angesiuerter Milch (Zusatz von 0,020°/, Chlorwasserstoffsiure) 
bei 38° C. gepriift. Die Gerinnungszeiten, in Sekunden, waren 
die folgenden: 


Gewohnliche Milch: 1 = 135; '/, = 3000 u. 1/, keine Gerinnung; 
Angesauerte Milch: 1= 26;'/,= 55; 3/,=114; 1'/, = 220; 
1/,¢== 430 und */,. = 960. 


Der Versuch zeigt, wie aufierordentlich stark ein Siure- 
zusatz, der an und fiir sich, ohne Enzym, nicht koagulierend 
wirkt, die Labgerinnung der Milch beeinflussen kann. In der 
Konzentration '/, (= 1:64000) war die Enzymlésung unwirk- 
sam auf gewohnliche frische Milch, wihrend sie die angesiiuerte 
Milch in 114 Sekunden koagulierte, und in der Konzentration 
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1/,, (= rund 1: 510000) koagulierte sie die angesiiuerte Milch 
in 960 Sekunden. Ich habe dieses Beispiel wesentlich deshalb 
angefiihrt, weil man leider zu oft die Bedeutung der Reaktion 
des Milchenzymgemenges nicht gebiihrend beriicksichtigt. Es 
ist nimlich nicht ungewéhnlich, daB man zu den Gerinnungs- 
versuchen nicht neutrale, sondern saure Enzymlésungen (0,1 bis 
0,25°/, Chlorwasserstoffsiure) verwendet, was leicht zu ganz 
fehlerhaften Schliissen fiihren kann. 

Aus dem nun mitgeteilten Versuche ergibt sich ferner, 
daf} die Enzymwirkung durch Verminderung der Menge der 
Hydroxylionen in der Milch ihr Verhalten zu dem Zeitgesetze 
wesentlich veriindern kann. Die Relation der Gerinnungs- 
zeiten war bei Anwendung von gewohnlicher Milch = 1 : 22:c, 
bei Anwendung von angesduerter Milch dagegen = 1: 2,1: 4,4; 
8,5; 16,7 : 36,9 und im letzteren Falle folgte die Enzymwirkung 
also in der Hauptsache recht gut dem Zeitgesetze. 

Die Anwendung von angesiuerter Milch zu den Gerinnungs- 
versuchen erméglicht auch einen viel besseren Vergleich zwi- 
schen den Enzymen verschiedener Tierarten, wie aus der 
folgenden Zusammenstellung ersichtlich ist. Die obige Schweins- 
enzymlésung wurde namlich mit einer gleich stark konzen- 
trierten Lésung von Kalbsenzym und derselben angesduerten 
Milch bei 38° C. verglichen. Die Gerinnungszeiten, in Sekun- 
den, waren: 


Schwein 1 (1: 16000) = 26; '/, = 55; 1/, = 114; */, = 220; 
‘Iie = 485; 1/5. = 960; 

Kalb 1 (1 : 16000) = 48; */, = 98; */, = 182; */, = 325: 
1) g == O10; */,, = 1000: 


Die Relationszahlen fiir Schwein und Kalb waren bei 
den verschiedenen Konzentrationen folgende: 1 = 1: 1,85; 
Yo = 121,85 2/,= 121,65 "/g= 121,55 he =1:1,175 “y= 
1:1,12. Die gréften Schwankungen waren also 1: 1,85 und 
1:1,12 und das Mittel war 1:1,6. Die Chymosinwirkung des 
Schweinsenzymes war also in diesem Falle nicht doppelt so 
kraftig wie die des Kalbsenzymes, und man nicht also wenig- 
stens einen annihernden Vergleich machen, wihrend dies bei 
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Anwendung von nichtangesiuerter Milch unméglich war. Dies 
ist von Wichtigkeit, wenn man Versuche bei fehlender Par- 
allelitét der Enzymwirkungen ausfiihren will. 

Allen Abweichungen von dem Verhalten des Kalbsenzymes, 
die man beziiglich der Chymosinwirkung in Versuchen mit 
kauflichen Pepsinpriparaten oder warmbereiteten Schweins- 
mageninfusionen beobachtet hat, begegnet man auch in Ver- 
suchen mit der hyalinen Substanz, und dies zeigt also, dab 
diese Abweichungen jedenfalls nicht allein die Folge einer 
Denaturierung durch Séurewirkung bei Kérpertemperatur sein 
kénnen. Sie miissen eine andere Ursache haben. Daf} eine 
solche Denaturierung oder Schadigung sowohl der Pepsin- wie 
namentlich der Chymosinwirkung bei nicht zu kurz dauernder 
Selbstverdauung der Infusionen stattfinden kann, ist indessen 
langst bekannt, und mit Riicksicht auf die Frage, ob die 
hyaline Substanz ein geeignetes Ausgangsmaterial fiir die 
Enzymdarstellung sein kann, war es von Interesse zu erfahren, 
inwieweit eine Verinderung oder Schidigung der Enzyme bei 
der Denaturierung dieser Substanz zu befiirchten ist. Zu dem 
Ende habe ich saure Lésungen von hyaliner Substanz mehr 
oder weniger lange Zeit bei Kérpertemperatur erwarmt und 
diese warmgehaltenen Lésungen (mit W bezeichnet) mit der 
kalt aufbewahrten Kontrollprobe (mit K bezeichnet) ver- 
glichen. Einige Beispiele mégen hier angefiihrt werden. 

Kine Lésung von 0,020°/, hyaliner Substanz (aus Schweins- 
magen) in Chlorwasserstoffsiure von 0,2°/, wurde 3 Tage (d. h. 
3 mal 24 Stunden) bei 36°—38° C. im Brutofen erwirmt. Bei 
der Mettschen Probe wurden nach dieser Zeit erhalten: 
K = 6,5 und W=6,4 mm. Ks hatte also keine ganz sichere 
Herabsetzung der Pepsinwirkung stattgefunden. Die Milch- 
probe (mit den fast neutralisierten Lésungen) ergab bei 37° C. 
sowohl fiir K wie W keine Gerinnung nach 3 Stunden. Bei 
301/,° C.: K =20'/, und W=75 Minuten. Die Relation war 
also zu 1:3,6 geandert worden. Nach weiteren 4 Tagen 
(insgesamt 7mal 24 Stunden) war Mett fiir K=6,5, fir 
W = 5,2 mm, die Pepsinrelation also = 1,6: 1. Die Milchprobe 
mit gewohnlicher Milch bei 30'/,° C. ergab: K = 29 Minuten, 
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W keine Gerinnung in 6 Stunden. Nach insgesamt 3 Wochen 
ergab K 6,4 mm, W 3,2 mm. Die Pepsinwirkung war also 


in 3 Wochen auf '/, der urspriinglichen Starke herabge- 
sunken. 


In einem anderen Falle mit einer Liésung, die ebenfalls 
0,020°/, hyaline Substanz in 0,2°/, Chlorwasserstoffsiure ent- 
hielt, war nach 4tagiger Selbstverdauung bei der Mettschen 
Probe K = 10 mm und W= 7,8 mm; die Relation war also 
zu 1,6:1 geindert worden. Nach 11 Tagen ergab Mett: 
K = 10 mm und W=6,4 mm. Behufs der Milchprobe wurden 
die sauren Enzymlésungen mit der berechneten Menge %/,,- 
Lauge und so viel Wasser versetzt, dafi die fast neutralen 
Lésungen auf die Konzentration '/, verdiinnt waren. Beide 
Lésungen waren nun unwirksam auf gewdéhnliche Milch bei 
38° C. wihrend 4 Stunden. Bei 30° C. wirkte K in 27 Mi- 
nuten, W war dagegen in 4 Stunden ohne Wirkung. Also 
auch in diesem Falle eine stirkere Herabsetzung der Chymosin- 
als der Pepsinwirkung. Nach weiteren 7 Tagen (18mal 
24 Stunden) ergab Mett fiir K 9,6 und fiir W4mm. Die 
Pepsinrelation war also nunmehr = 6,2:1. Fiir die Milchprobe 
wurden beide Lésungen, wie oben, fast neutralisiert und auf 
1/, verdiinnt. Da die Lésung W bei allen gepriiften Tempe- 
raturen ohne Wirkung auf gewéhnliche Milch war, wurde mit 
angesduerter Milch (0,020°/, Chlorwasserstoffsiure) gepriift. 
Die Gerinnungszeiten mit solcher Milch waren nun bei 38° C. 
fiir K 55 Sekunden und fiir W 960 Sekunden. Die Relation 
war also=1:17. Dieser Versuch zeigt wiederum die aufjer- 
ordentlich groBbe Bedeutung eines Siurezusatzes zu der Milch. 
Er zeigt ferner, dafi auch bei der letztgenannten Versuchs- 
anordnung die Chymosinwirkung stirker als die Pepsinwirkung 
herabgesetzt war. 

Es wird allgemein angenommen, dai das Pepsin, wenn 
es nicht — wie im Magensafte oder in den Infusionen — 
durch die Gegenwart von Eiweilstoffen oder Albumosen ge- 
niigend geschiitzt wird, sich selbst ziemlich rasch verdaut. 
Es ist deshalb bemerkenswert, daf} in den sauren Lésungen 
der hyalinen Substanz, die frei von den reichlichen Eiweif- 
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oder Albumosemengen des Magensaftes, resp. der Infusionen, 
sind und keine anderen Albumosen als die bei der Denatu- 
rierung dieser Substanz entstandenen enthalten kénnen, das 
Pepsin eine so starke Widerstandsfihigkeit wie die oben ge- 
zeigte haben kann. Diese Resistenz gegen die Siurewirkung 
bei Kérpertemperatur kommt auch in Versuchen mit sehr 
verdiinnten Lésungen und relativ grofem Siureiiberschu8 zum 
Vorschein. So ergab z. B. in einem Versuche mit einer Lé- 
sung von 0,005°/, in 0,2 °/, Chlorwasserstoffsiure, nach 48 Stun- 
den bei 36°—38° C. digeriert, die Mettsche Probe fiir K 5,7 
und fiir W 5,6 mm. 

Wenn man eine Lésung der isolierten hyalinen Substanz 
in Verdauungssalzsiure von 0,2°/, bei K6érpertemperatur 
24 Stunden erwirmt, hat man also keine nachweisbare Schidi- 
gung der Pepsinwirkung zu befiirchten. Trotzdem kann man 
eine solche Lésung bei Kérpertemperatur in viel kiirzerer Zeit 
und jedenfalls innerhalb 12 Stunden so vollstindig denaturieren, 
dafi die hyaline Substanz ihre typischen Eigenschaften ver- 
loren und neue Produkte von ganz anderer Fallbarkeit geliefert 
hat. Da man nun ferner hoffen kénnte, dafi die Reinigung 
des Pepsins aus einer solchen Lésung kaum schwieriger als 
aus den an Verdauungsprodukten und Stoffen allerlei Art 
reichen, durch Selbstverdauung der Schleimhaut erhaltenen In- 
fusionen sein wiirde, schien mir die hyaline Substanz ein ge- 
eignetes Ausgangsmaterial fiir weitere Pepsinstudien zu sein. 
Ich bin auch mit weiterer Verarbeitung des nach dem neuen 
Verfahren gewonnenen Rohpepsins beschaftigt. 











Uber die freien Amidogruppen der EiweifSkérper. 
Il. Mitteilung. 


Von 


S. Edlbacher. 


(Aus dem physiologischeu Institut Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. November 1919.) 


In Verfolgung der in der ersten Mitteilung') dargelegten 
Methode teile ich hier die Ergebnisse der weiteren Versuche mit. 


Pepsinversuche. 


Es war naheliegend, zunichst zu ermitteln, wie sich im 
Gegensatze zur Siurehydrolyse und zur tryptischen Verdauung 
das Pepsin verhalten wiirde. 

Es wurden daher Versuche in dieser Richtung mit Gelatine 
und Casein ausgefiihrt. Auch hier schien es mir wieder von 
Vorteil, in méglichst geringen Konzentrationen zu arbeiten, 
um klare Resultate zu erhalten. 

Bevor ich auf die Ergebnisse der Versuche eingehe, seien 
diese selbst beschrieben. 

Es wurden z. B. 1 g Pepsin (Griibler) in 1 Liter 0,21°/, iger 
Salzsiiure gelést und nun je 1 g Gelatine in je 100 ccm dieser 
Lésung angesetzt. Unter Zusatz von etwas Toluol wurden die 
Proben bei 37° im Brutschrank die angegebene Zeit digeriert, 
dann genau neutralisiert. 

Es gelangten von dieser neutralen Lésung je 20 cm® zur 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl und 20 cm? zur Formol- 
titration; 10 cm*® wurden mit 0,5 g Dimethylsulfat und 5 em? 
10°/,iger Natronlauge 15—20 Minuten geschiittelt, dann mit 


1) Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 52 (1919). 
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10°/,iger Salzsiiure neutralisiert bzw. schwach angesiiuert. 
Nun wurde genau auf 50 cm® verdiinnt und von dieser ver- 
diinnten Lésung 1 em* zur N-Methylbestimmung im Quarz- 
kélbchen unter Zusatz von Goldchlorid eingedampft. Die Be- 
handlung und Ermittlung der Werte ist also bis auf die Be- 
reitung der Verdauungsliésung ganz gleich wie bei den friiher 
beschriebenen Versuchen '). 


Pepsinverdauung der Gelatine. 



































om °/, Formol |CH,-Gruppen auf 
eit Stickstoff vom | je 100 Atome N-Methylzahl 
ee Gesamtstickstoff] Gesamtstickstoff | Formolzahl 
0 4 15 3,7 
16 5,45 14,5 2,7 
120 9,78 20,6 2,1 
290 10,66 19,4 1,81 
Pepsinverdauung des Caseins. 
”%, F 1 |CH,-G f 
Zeit in lo pe ee N-Methylzahl 
R Stickstoff vom | je 100 Atome gas eT 
nin Gesamtstickstoff]| Gesamtstickstoff em 
0 5 17 3,4 
8 15,6 20,8 1,3 
24 19,0 24,9 1,3 











Wie zu erwarten war, trat eine Aufspaltung des Protein- 
molekiils bei beiden untersuchten Substanzen erst in wesentlich 
langeren Zeitriumen ein und blieb auch auf einem relativ 
friihen Zeitpunkte der Hydrolyse stehen. In Analogie mit 
den Ergebnissen der Saéurehydrolyse und der Trypsinspaltung 
verschiebt sich das urspriingliche Verhiltnis von N-Methylzahl 
zu Formolzahl zu Gunsten der letzteren: Bemerkenswert ist 
aber, daB das Sinken des Quotienten bei der Gelatinereihe 
bei weitem nicht in so typisch kurzer Zeit ('/, Stunde bei 
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HC! und Trypsin) erfolgt. Es findet vielmehr hier ein ganz 
allmihlicher Ubergang zum konstanten Werte statt. 

Bei allen diesen Versuchen iiber den hydrolytischen Abbau 
der Proteine sind die Ergebnisse dadurch sehr undurchsichtig, 
dafi es nie gelingt, eine Scheidung zwischen tatsichlich zer- 
setztem und unverindertem Anteile zu machen. Immer ist 
das Resultat ein Gemenge von abgebauten, peptonisierten und 
noch tiefer gespaltenem Material, aus dessen Verhalten sehr 
wenig gefolgert werden kann. 

Ganz anders aber wiirde das Bild sich gestalten, wenn 
es gelinge, unverindertes Kiweifi aus dem Reaktionsgemenge 
zu entfernen. 

Die einfachste Methode schien mir darin zu _ bestehen, 
Proteine auszuwahlen, die relativ langsam aufgespalten und 
auferdem durch Koagulation ausgefallt werden. 

Hydrolysiert man z. B. mit kochender Saure, so koagu- 
liert der Eiweiikérper zum gréfiten Teil und kann durch 
Filtration von dem in Lésung gegangenen Teil getrennt werden. 
Die erhaltene Lésung muf} nun die entstandenen Bruchstiicke 
enthalten, die nun auf diese Art auf ihr Verhalten gegen Formol 
und Dimethylsulfat gepriift werden kénnen. Die Methode ge- 
staltete sich also folgendermafen: 1 g des betreffenden Kiweifi- 
kérpers wurde mit 100 cm* normal Salzsaéure durch die an- 
gegebene Zeit am Riickflufkiihler gekocht. Da die Fliissigkeit 
stark stét und schiumt, wurden einige Platinschnitzel und 
eine geringe Spur Amylalkohol zugesetzt. Dann wurde rasch 
abgekiihlt, durch ein Faltenfilter filtriert und mit 15°/,iger 
Natronlauge sorgfaltigst neutralisiert (Azolithmin!). Beim 
Neutralisieren entstand meistens noch eine Spur einer flockigen 
Triibung, von der ebenfalls abfiltriert wurde. 

Es entstanden so nur ganz schwach gelb gefiirbte Lésungen, 
die sich vorziiglich formoltitrieren liefien. Die Kontrolle wurde 
durch etwas Bismarckbraun auf den gleichen Farbton gebracht. 
Von diesen Liésungen wurden je 20 cm? fiir die Kjeldahl-, 
20 cm? fiir die Formoltitration und 10 cm fiir die Methylierung 
abgemessen, wie schon friiher beschrieben worden ist. 

Ich verzichte darauf, das gesamte analytische Zahlen- 
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material hier wiederzugeben, und will nur erwihnen, daf die 
meisten ermittelten Werte durch Kontrollbestimmungen sicher- 
gestellt wurden: 


Saurehydrolyse des Gliadins. 











0 
Zeit | Gesamt-N| Formol-N| “& A eu: Io 
in lin 20cm’lin 20 em} 2 °™. ter | Formol-NIN-Methyl-| N-Methylzahl 
ad : ; verd.Lisg.| vom zahl_ | Formolzahl 
Stund.| in mg in mg in mg |Gesamt-N 
JP 14,42 7,0 1,67 48,50 69,16 1,4 
2 21,70 10,36 2,50 47,74 68,81] 1,4 
3 24,08 12,60 2,92 52,32 72,42 1,38 
6 24,08 14,84 3,09 61,62 82,56 1,34 




















Siurehydrolyse des Zeins’). 


y, 6,02 8,64 ie 60,47 ie _ 
1 10,60 5,60 a 53,30 we on 
2 14,70 6,16 - 41,90 se se 
3 | 18,90 9,26 - 49,00 _ os 
6 | 21,00 | 12,32 o 58,62 a ~ 




















Auer Gliadin und Zein wurde noch Casein untersucht, 
doch geht dasselbe zu schnell vollkommen in Lésung, um den 
Versuch auf die geniigend lange Zeit ausdehnen zu kénnen. 

Betrachtet man die in der Tabelle enthaltenen Zahlen, 
so ergibt sich zunichst aus dem Ansteigen des Gesamtstick- 
stoffs, daf mit fortschreitender Hydrolyse immer konzentriertere 
Lésungen entstehen. Auch das Verhaltnis von N-Methylzahl 
und Formolzahl bleibt, wie schon in der ersten Abhandlung 
erwahnt, merkwiirdig konstant?). 

Als zweite Tatsache ergibt sich, daf} in den ersten zwei 
Stunden Formolzahl und N-Methylzahl beim Gliadin fast auf 
gleicher Héhe bleiben, wihrend beim Zein im Verlauf der 
ersten halben Stunde die Formolzahl von 0 auf 60 herauf- 
schnellt und von da ab allméhlich bis auf 42 zu sinken be- 
ginnt, um dann erst im Laufe der dritten Stunde wieder 





1) Die N-Methylzahlen wurden nicht bestimmt. 
») 1B. 











Uber die freien Amidogruppen der EiweiBkorper. 291 


anzusteigen. Erst nach 6 Stunden hat sie dann erst annaihernd 
den Stand von 60 wieder erreicht. 


Dieses Verhalten lafit verschiedene Erklirungsméglich- 
keiten zu: Man kénnte zunichst an die Erscheinung der 
Plasteinbildung denken, bei der Henriques und Gjaldbick') 
mit der Formolmethode ebenfalls eine Abnahme der freien 
Amidogruppen fanden, doch scheint mir diese Annahme sehr 
wenig wahrscheinlich. Anderseits wire es auch denkbar, daf 
zunichst Gruppen abgespalten werden, die reich an Hexon- 
basen sind, die bekanntlich nur einen Teil ihres Stickstoffes 
in formoltitrierbarer Form enthalten. Dagegen spricht der 
geringe Gehalt an Diaminosiiuren der beiden Proteine. So 
enthalt Gliadin: ca. 3°/, Arginin, 0,6°/, Histidin und kein 
Lysin; Zein: 1,5°/, Arginin, unter 1°/, Histidin und ebenfalls 
kein Lysin (nach Osborne). 

Eine dritte Erklirungsméglichkeit wire die folgende: 
Das Gleichbleiben der Formol- und N-Methylzahl in den ersten 
zwel Stunden beruht wahrscheinlich darauf, daf hier zu- 
nachst mehr pepton- oder peptidartige Kérper in 
Lésung gehen, deren absolute Menge natiirlich zunimmt. 
Diese Komplexe wiirden natiirlich eine relativ geringe Anzahl 
freier Amidogruppen besitzen. 


Erst nach einer gewissen Zeit beginnt dann die Auf- 
spaltung dieser Sprengstiicke in kiirzere Ketten, vielleicht 
Amidoséiuren, was aus dem beginnenden Steigen der Werte 
gefolgert werden muf}. Beim Zein gehen dagegen vielleicht 
anfangs mehr Amidosduren, spaiter mehr Peptone in Lésung, 
welche dann erst langsam in Amidosiaure zerfallen. 

Diese Erklirung der beobachteten Tatsachen wird aber 
auch noch dadurch schwierig, daf} sicherlich auch die Abspal- 
tung von Ammoniak namentlich in den ersten Stadien der 
Hydrolyse eine gréfere Rolle spielt. 

Inwieweit dies zutrifft, miissen erst neue Versuche er- 
geben. 


1) Diese Zeitschr. Bd. 81, S. 439 (1912). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CYIII. 21 
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Versuche mit anderen Proteinen. 


Das merkwiirdige Phainomen, daf} sich durch den Vergleich 
von Formolstickstoff und N-Methylzahl bei den verschiedenen 
Eiweifk6érpern ergibt +), veranlafite mich, einige weitere Protein- 
substanzen in den Kreis dieser Untersuchung zu ziehen. 

Es wurde daher das Verhalten von Gliadin, Zein, Cyprinin- 
sulfat, Thymushistonsulfat und Gadushistonsulfat gegen Formol 
und Dimethylsulfat untersucht. Es wurden je 100 cm*® der 
1°/,igen Lésung der genannten 5 Substanzen genau neutrali- 
siert und in je 20 cm® Gesamtstickstoff und Formolstickstoff?) 
ermittelt, je 10 cm? wurden mit 0,5 g Dimethylsulfat methy- 
liert und von der auf 50 cm? verdiinnten Lésung 1 cm® zur 
Bestimmung der N-Methylzahl verwendet. 








°/, Formol| CH, Grup- 
Gesamt-N]| Formol-N Ag J Stickstoff pen auf je 
in 20 cm*Jin 20 cm®Jaus 1 cm*®| vom {100 Atome 
in mg in mg in mg | Gesamt- | Gesamt- 
stickstoff | stickstoff 
Gliadin . 19,23 0 0 0 0 
Zein . 17,41 0 0 0 Q) 
Cyprinin 29,96 5,60 3,16 18,69 62,9 
Thymushiston 22,96 4,48 0,87 19,52 22,62 
Gaduhiston 25,96 4,20 1,76 16,18 40,49 

















Der besseren Ubersicht halber seien die in der ersten 
Abhandlung*) mitgeteilten Werte im Verein mit den oben 
ermittelten hier zusammengestellt. (Siehe Tabelle S. 293.) 

Bekanntlich haben schon Z. Skraup‘*) und hauptsichlich 
A. Kossel®) und spiter v. Slyke und Birchard®) auf den 
Zusammenhang zwischen freien Amidogruppen und Lysin- 
gehalt hingewiesen. Demgemafi hat auch der lysinreichste 





) lic. 8. 69. 

*) Indikator Phenolphtalein, Stadium: ,deutlich rot‘. 
3) l.c. S. 69. 

4) Monatshefte d. Chemie Bd. 27, S. 631, 653 (1906). 
5) Diese Zeitschr. Bd. 81, 8S. 274 (1912). 

*) Journ. of Biol. Chem. Bd. 14, 8. 589 (1914). 
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°/, Formol-N 
vom N-Methylzahl] Lysingehalt 

Gesamt-N 
Gelatine .... 3,4 15 
ae 5,5 16 a 
Kdestin. . . ; 3,3 15 os 
Giegm..... 0 0 0 
Me eee a ag 0 0 0 
Thymushiston . . 19,5 22,6 + 
Gadushiston . . . 16,1 40,5 a 
Cyprinin. .. . 18,7 62,9 +~ 
Sturin . . a he 8,6 24,0 “+ 
ae 0 24,0 0 
Salmin ee: 0 9,0 0 
a 0 0) 0 
Scombrin 0 0 0 


Proteinstoff, das Cyprinin, die héchste N-Methylzahl und es 
ist bemerkenswert, dafi Gliadin, Zein, Esocin und Scombrin 
als lysinfreie Proteine weder Formol, noch methylierbaren 
Stickstoff enthalten, wibrend alle iibrigen mit Ausnahme des 
Salmins und Clupeins sich sowohl formoltitrieren wie 
methylieren lassen: 

1. Es besteht also bei den vier genannten: 
Esocin, Scombrin, Gliadin und Zein tatsich- 
lich ein gewisser Parallelismus zwischen Lysin- 
gehalt und freien Amidogruppen. 

Bei Clupein und Salmin findet eine Abweichung von 
dieser Regel statt: Diese beiden lysinfreien Proteine ent- 
halten eine gréfiere Zahl von Stickstoffatomen, die durch die 
Formoltitrierung nicht als freie Amidogruppen, wohl aber als 
methylierbar gekennzeichnet sind. 

Es kann sich hier vermutlich um gewisse 
bevorzugte Imidbindungen handeln. Auffallend 
ist nur ihre grofie Anzahl in den genannten Proteinen. 

2. Die Methylierungsmethode zeigt also 
Unterschiede zwischen Proteinen an, die sich 
den bisherigen Methoden entzogen haben. 
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